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Nous avons pécédemment [4] décrit une méthode qui permet 
de conserver le bacille de Calmette et Guérin (BCG) a l'état sec 
par dessiccation aprés congélation. La méthode consiste dans 
l'emploi de solutions hypertoniques, telles que le lactose a 
15 p. 100, comme milieu protecteur. Le produit obtenu est d’un 
blanc crayeux et peut étre facilement réduit en poudre ou remis 
en suspension dans l’eau. Le présent travail a été entrepris pour 
savoir s’il était possible de vacciner en déposant le matériel des- 
séché sur le bras et en utilisant la technique des piqures multiples 
au moyen d’une plaquette spéciale ou avec une aiguille droite 
(type aiguille a coudre). 


On a fait des comparaisons entre vaccin sec et vaccin remis 


en suspension et, dans quelques cas, avec le vaccin fraichement 
préparé. Le matériel sec utilisé était 4gé de un a six mois et 
avait une teneur moyenne de 25 mg. par cm* de bacilles (poids 
humide). Le vaccin était réparti soit en vrac (1 cm® dans des 
ampoules de verre de 5 cm scellées), soit en doses individuelles 
dans des tubes capillaires. Le vaccin frais contenait 15 mg. par 
cem® de bacilles. Le cobaye et ’homme ont été utilisés dans ces 
recherches. 
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Méthodes. 


DISPOSITIFS EMPLOYES POUR LES SCARIFICATIONS. 


1° PLaoureTTEs A PIQURES MULTIPLES. — Ces plaquetles sont 
faites en acier inoxydable et ont une forme circulaire ou carrée ; 
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Fic. 2. — Manche aimanté permettant de manipuler les plaquettes. Une cale 
a été glissée entre l’aimant et la plaquette pour mieux montrer le principe. 


elles ont 1 pouce (25,4 mm.) de diamétre et 0,01 pouce (0,254 mm.) 


Re 
d’épaisseur. Elles sont armées de 35 4 40 aiguilles ou pointes de 
0,09 pouce de haut (2,28 mm.), 0,05 pouce (1,27 mm.) a la base, 


el qui sont éloignées les unes des autres de 0,12 pouces (3,04 mm.). 
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La plaquette est trés peu onéreuse, facile a stériliser et peut 
étre jetée aprés usage. 


2° AiGUILLES DROITES. — On se sert d’une aiguille droite type 
aiguille 4 coudre, d’environ 1 pouce 3/4 (44,45 mm.) de longueur. 


TECHNIQUE DE LA VACCINATION. 


1° Vaccin EN pouprE. — A. Le matériel desséché est broyé dou- 
cement dans le récipient qui le contient avec une baguette de 
verre jusqu’a ce qu’on obtienne une poudre grossiére uniforme. 
Avec l’extrémité de la baguette de verre, qui est émoussée, on 
préléve une petite quantité de vaccin qu’on dépose au lieu d’ino- 
culation préalablement désinfect4 a lalcool. 

B. Si lon se sert de la plaquette, on prend celle-ci entre le 
pouce et l’index et l’on enfonce doucement, a plusieurs reprises, 
les pointes des aiguilles dans Ja poudre de vaccin, faisant subir 
une légére rotation a la plaquette aprés chaque opération. 

C. Laisser la plaquette en place sur la peau et, avec la paume 
de la main, ou avec un objet plein placé sur la plaquette, compri- 
mer fermement, tout en tenant la face inférieure du bras avec 
Vautre main, tendant ainsi la peau. Sinon, la pression doit étre 
renouvelée. Aprés l’inoculation, la poudre est doucement répandue 
dans les ouvertures pratiquées par les pointes des aiguilles, au 
moyen des bords de la plaquette. On ne fait pas de pansement. 

D. Les aiguilles droites. Cette technique a été décrite ailleurs [2]. 
On fait 30 pigdres sur une zone de 1 pouce (25,4 mm.) a 
1 pouce 1/2 (88,1 mm.) en suivant les mémes régles que ci-dessus. 


2° VACCIN REMIS EN SUSPENSION. — A. Ampoules. — On ajoute 
a ampoule une quantité d’eau suffisante pour ramener au volume 
originel. On agile doucement et on n’emploie la suspension que 
si elle a été oblenue bien uniforme en quelques minutes. Au 
moyen d’une aiguille et d’une seringue, on préleve le contenu 
de l’ampoule et I goutte du matériel est utilisée pour |’inocula- 
tion comme deécrit ci-dessus pour la plaquette et l’aiguille. 

B. Tubes capillaires. — Les tubes sont ouverts aux deux extré- 
mités et une petite poire en caoutchouc est adaptée 4 une extré- 
mité. Une goutte d’eau distillée stérile est déposée sur le bras 
désinfecté a l’alcool et, en faisant fonctionner la petite poire 
comme un compte-goultes, on aspire |’eau dans le tube. L’expres- 
sion et l’aspiration sont répétées cing 4 six fois, ce qui doit avoir 
pour résultat une remise en suspension compléte. Si l’on éprouve 
de la difficulté 4 la remise en suspension, 1] faut jeter |’ampoule 
et en prendre une autre. La technique de vaccination est sem- 
blable a celle décrite ci-dessus. 
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Chez 57 cobayes, 60 piqtres (80 dans chacune des masses lom- 
baires, prés de la colonne vertébrale) ont été failes avec l’aiguille 
ou 2 applications de la plaquette. 

Chez homme, 459 pensionnaires de tous ages d'un asile de 
déficients mentaux ont été vaccinés sur la face externe du bras 
gauche avec du vaccin frais, du vaccin en poudre ou du vaccin 
remis en suspension, au moyen de la plaquette ou de laiguille, 
comme décrit ci-dessus. 


Résultats. 


LSSIONS LOCALES. 


l° Copayres. -— Des maculopapules, parfois difficiles a voir, se 
développent au bout de la premiére semaine a plusieurs des points 
d’inoculation, mais pas A tous. Elles deviennent squameuses, puis 
disparaissent en trois 4 six semaines. 


2° Homme. — Afin d’avoir des points de comparaison précis, nous 
avons appliqué des techniques variées, utilisant toujours le méme 


TasLeAu |. — Apparition de papules chez ’homme &@ la suite 
de vaccination avec le BCG frais et avec le BCG desséché. 


NOMBRE 
de sujets 
vaccinés 
NOMBRE 
de sujets 
réagissants (1) 
POURCENTAGE 
des sujets 
réagissants 
NOMBRE MOYEN 
des papules 
pour 
tous les cas 


Vaccin ordinaire : 


Plaquette 
Aiguille 


Vaccin congelé et desséché : 

Malériel sec. 

Plaquette 

Aiguille . 

Matériel remis en suspension. 
2 flacons: 


PIR COULO! Pe oa ycal Oy wien er ceed ae 90 
ADBUIMOY Giids Gt eats ee ae Rial 5 48 92 


2 tubes capillaires : ; 
PLAGUE hott, Wie teivee eae wes ot : 28 88 
ATP ULC. Tote ketke Sea) aie tee : 28 80 214 


(1) Les sujets présentant 15 papules ou plus sont considérés comme réagissants. 
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vaccin. Le matériel desséché datait de plus de neuf semaines. 
‘Les réactions ont été plus marquées que chez l’animal. Des papules 
se développérent aux points d’inoculation au bout de une a deux 
semaines ei persistérent pendant encore un A trois mois. Elles 
avaient généralement 1 a 38 mm. de diamétre, étaient d’une couleur 
rose ou légérement rouge et avaient une élévation de 2 mm. Le 
tableau I donne les résultats des réactions locales au bout de dix 
jours. Avec le vaccin frais, le pourcentage le plus élevé de sujets 
réagissants (15 papules au plus) est indépendant de la méthode de 
scarification (98 4 99 p. 100). Les réactions les plus faibles ont 
été observées avec le vaccin en poudre et la piqtre par aiguille 
(45 p. 100). Sans cela, le pourcentage des vaccinations ayant pris 
est de 80 p. 100 ou plus. Si l’on exclut aussi la technique faisant 
appel aux tubes capillaires et 4 la piqdre par aiguille, 88 p. 100 
ou plus de réactions positives ont été obtenues avec les diverses 
autres méthodes. Le nombre moyen des papules produites était de 
21 a 28, si l’on ne compte pas la technique utilisant le vaccin sec 
et la piqire par aiguille. Le nombre le plus élevé possible avec 
la plaquette est de 40, alors qu’avec l’aiguille, il est de 30 
(tableau I). 

Dans les conditions de l’expérience, les résultats obtenus avec 
la plaquette se comparent favorablement & ceux obtenus avec 
Vaiguille dans tous les cas et se sont montrés supéricurs quand 
on a utilisé le vaccin en poudre ou le vaccin des tubes capillaires 
remis en suspension. Le vaccin desséché donne d’aussi bons résul- 
tats que le vaccin frais. 


REACTION A LA TUBERCULINE. 


1° Copayres. — Les épreuves a la tuberculine ont été faites a 
des intervalles d’une semaine ou d’un mois avec 10 mg. de O. T. 
Le tableau II expose les résultats obtenus avec le matériel congelé 
et desséché. On n’a pas fait d’essais avec Je vaccin frais, parce 
que, comme il a été décrit ailleurs [3], la réaction a la tuberculine 
consécutive 4 une seule scarification est positive au bout d’une 
semaine. On verra dans le tableau II, dans les lectures faites au 
bout d’une semaine, que le vaccin sec présente certains avantages 
sur le matériel remis en suspension. Les résultats obtenus avec la 
plaquette et avec V’aiguille sont semblables. Au bout d'un mois, 
toutes les réactions a la tuberculine ont été positives; elles le 
sont restées pendant tout le temps de l’expérimentation qui, dans 
certains cas, dure depuis dix mois. 


2° Homme. — Les résultats obtenus sont sans valeur, car, mal- 
heureusement, une série de circonstances indépendantes de notre 
volonté (une importante épidémie de rougeole, a la fin de laquelle 
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Tapteau Il. — Réaction Aa la tuberculine chez le cobaye 
aprés vaccination avec le vaccin sec. 


POURCENTAGE 

des survivanls 
positifs et durée 
de la positivité 
de la réaction 


NOMBRE NOMBRE 
de sujets 
positifs dans 
vaccinés la ire semaine 


de sujets 


SS 


Vaccin congelé et desséché: 
Materiel sec: 


PISGUOLIG a. rc aoe ee 5} 400°/, 246 mois. 
Aiguille. Ae ts CCE. CPT SS 2 100°/, 24840 mois. 


Materiel remis en suspension: 
PlAGUeLLOm Vist Kyte berths a ( 100°/, 2 6 mois. 
a 


BUQUM CS): 4 aoe co se Star omnes } 100°/, 40 mois. 


(1) Tous positifs au bout de 1 mois. 
(2) +, lecture aprés deux semaines. 


Vépreuve a la tuberculine a été faite par un travailleur n’apparte- 
nant pas a notre laboratoire et avec une tuberculine dont nous 
ignorons |’origine) ont entrainé des réactions tellement aberrantes 
que les essais ont dd étre interrompus. Des études antérieures sur 
Venfant et le jeune adulte ont montré que, lorsque des lésions 
locales se produisent avec l’intensité ci-dessus décrile, les réac- 
tions 4 la tuberculine sont, praliquement, toujours positives au 
méme degré. 
Résumé. 


L’auteur décrit une méthode de vaccination utilisant un anti- 
géne en poudre et en plaquetle permettant des piqires multiples. 
Les avantages de cette nouvelle technique résident dans la facilité 
de son application et la diminution des dangers de contamination. 

Les résultats obtenus chez le cobaye avec le vaccin en poudre, 
évalués par la réaction 4 la tuberculine, se comparent favorable- 
ment avec ceux obltenus avec le matériel remis en suspension 
ou le vaccin frais. Ceux obtenus avec les piqdres opérées par l’ai- 
guille ou par la plaquette sont également satisfaisants. 

Chez homme : 

1° Si Pon compare la technique utilisant Vaiguille et celle uti- 
lisant la plaquette, on constate que les réactions locales sont appa- 
rues chez 99 p. 100 de sujets, avec une moyenne de 26 papules 
pour l’aiguille, et chez 98 p. 100 avec un nombre moyen de 27 
papules pour la plaquette. 

2° Si l’on compare le vaccin ordinaire et le vaccin sec (piqtires 
multiples par plaquette), on voit qu’il y acu 98 p. 100 de sujets 
réagissant dans le premier cas et 89 p. 100 dans le second. 
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3° La comparaison des sujets réagissant avec le vaccin ordinaire 
et le matériel remis en suspension (piqires multiples par pla- 
quette) montre qu’ils étaient dans la proportion de 98 p. 100 dans 
le premier cas et 90 p. 100 dans le second, que la remise en sus- 


pension ait été faite en gros ou par doses individuelles dans des 
tubes capillaires. 


BIBLIOGRAPHIE 


{4] Rosentuat, Sor Roy. Preservation of bacillus of Calmette and Guerin 
(BCG) by freeze-drying, ces Annales, 1948, 75, 209. 

[2] Rosenraat, Son Roy. Am. Rev. Tub., 1939, 39, 128. 

[3] RosenrHan, Sox Roy. A method of cultivating BCG that has produced 
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ETUDE DU BACILLE TUBERCULEUX (BCG) 
AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE 
PAR LA METHODE DES OMBRES PORTEES 


par C. I. REED, Sou Roy ROSENTHAL et B. P. REED. 


(Université de UIllinois, Collége de Médecine 
elt Laboratoire Tice du Sanatorium municipal de Chicago.) 


La morphologie du bacille tuberculeux a été trés discutée et 
la question de savoir s’il existe ou non une capsule, des granu- 
lations, n’est pas encore définitivement tranchée [41 a et 4 b]. Les 
études au microscope électronique, qui ne nécessitent pas de colo- 
ration, ont montré qu’il existait une structure interne nettement 
définie, composée de masses ressemblant 4 des noyaux dont la taille 
et la densilé varient et qui peuvent se rencontrer a tout endroit 
du microorganisme, mais sont, le plus souvent, situées aux extré- 
mités. L’examen par cette méthode donne également de forts 
arguments en faveur de l’existence d’une capsule [2]. 

Récemment, on a élaboré une technique basée sur |’examen des 
ombres portées par métallisation, qui rend apparents de nombreux 
détails du bacille et, en particulier, sa surface, que d’autres 
méthodes ne permeltent pas de voir. Grace a cette technique, il 
a été possible d’observer la nature de la surface aussi bien que 
celle de la structure interne. C’est la premiére fois que cette 
méthode est appliquée a l’étude du bacille tuberculeux et, en 
particulier, au bacille Calmette-Guérin (BCG). Tous les examens 
ont été faits avec le microscope électronique des Laboratoires RCA. 

Cette étude a été entreprise pour déterminer le mécanisme par 
lequel le lactose 4 15 p. 100, employé comme pellicule protectrice 
du BCG, préserve ce germe au cours de la dessiccation A l'état 


congelé. Des solutions isotoniques n’ont pas ce pouvoir protec- 
teur. 


Technique. 


Les suspensions des micro-organismes sont préparées en repi- 
quant des cultures en surface, Agées de deux semaines, effectuées 
sur milieu a la pomme de terre biliée glycérinée, sur milieu de 
Sauton dilué au 1/4 ou sur milieu a 15°p. 100 de lactose. IL faut 
manipuler les micro-organismes avee beaucoup de précaution 
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pour ne pas les traumatiser. Nous avons choisi des cultures sur. 
pomme de terre biliée parce que les germes poussent sur ce milieu 
d’une fagon trés réguliére et uniforme et, en raison de la présence 
de la bile, s’émulsionnent facilement. Des échantillons sont prélevés 
a des intervalles d’une demi-heure, trois heures, vingt-quatre 
heures et quarante-huit heures et placés sur les porte-objets de 
chrome pourvus de films de nitrocellulose (collodion). On dépose 
la poudre obtenue par congélation et dessiccation des bacilles 
congelés sur les porte-objets, ou bien on fait des suspensions a 
partir du matériel desséché. Seul, le matériel congelé et desséché 
est broyé dans un récipient en verre de 1/4 de pouce (6,35 mm.) 
d’épaisseur avec des billes d’acier inoxydable pendant douze 
minutes a 30 tours-minute. 

La métallisation de certains de ces supports consiste a les 
recouvrir obliquement d’une trés mince couche de chrome avant 
examen au microscope électronique. Le revétement s’effectue 
dans un espace ow l’on a fait le vide, au moyen d’un filament 
contenant le métal qui doit étre projeté. On chauffe le filament, 
ce qui vaporise le métal, qui se dépose sur l’objet a recouvrir. 
En raison du dépot oblique, les parties les plus élevées de l’objet 
projettent une ombre totale ou partielle sur les cétés opposés au 
filament. Cette ombre met en relief les contours de la surface de 
Vobjet en augmentant le pouvoir de dispersion ou efficacité optique 
sur la surface de la préparation, cette augmentation variant avec | 
les contours et se concentrant a la surface de l’objet. 


Résultats. 


SOLUTIONS ISOTONIQUES. 


Elles ne se modifient pas beaucoup quand on les garde en sus- 
pension pendant toute la période d’observation de quarante-huit 
heures. 


Morpuotocic. — La forme du bacille qui prédomine est celle 
d’un batonnet légérement incurvé, avec des extrémités arrondies 
ou un peu aplaties. Dans 2 spécimens sur plusieurs milliers 
examinés, nous avons observé des formes ramifiées ; dans ]’un des 
cas, il s’agissait d’une projection courte et arrondie ; dans l’autre, 
d’une ramification en forme de batonnet. 


CapsuLe. — I] ne semble pas y avoir de doute quant a |’exis- 
tence d’une capsule. Dans quelques cas, la substance chroma- 
tinienne manquait a l’intérieur du micro-organisme et on pouvait 
voir une sorte de squelette. 


STRUCTURE INTERNE. — Plusieurs centaines d’éléments bacté- 
riens examinés ont montré 4 peu prés tous un matérie] granuleux 
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en suspension dans un cyloplasme plus pale. Les masses internes 
étaient, soit sphériques, soit ovalaires, de contours réguliers ou 
irréguliers et de tailles variées. Le plus souvent, on trouvait les 
masses sphériques aux extrémités du bacille seulement, mais 
elles peuvent aussi étre ‘réparties dans tout JVindividu; on 
observait une distribution irréguliére dans tout le micro-orga- 
nisme. En général, ces masses ne distendaient pas la _ bac- 
térie ; cependant, cela se produisait assez souvent, et il semblait 
parfois qu’elles rompaient la capsule et se libéraient. On trouvait 
également souvent des granules libres de forme réguliére ou irré- 
guliére. Ces observations ont été confirmées avec le microscope 
a contraste de phase, aussi bien qu’a l’examen des germes vivants. 


STRUCTURE SUPERFICIELLE. — Le plus souvent, la surface est 
réguliére. Dans un examen, 34 individus sur 42 ont’ montré 
une surface lisse, 8 une surface ondulée ou plissée. Les ondula- 
lions correspondaient aux masses de chromatine a l’intérieur de 
la. bactérie ; mais tous les organismes pourvus de granulations 
n’étaient cependant pas ondulés. 


Tame. — On a observé une grande variation dans la lon- 
gueur et,.d un moindre degré, dans le diamétre des bactéries. Les 
variations de la longueur allaient de 2 4 10 p, celles du diamétre 
de 2.4 1 y. On a observé un individu qui formait une boucle sur 
lui-méme. Dans l’ensemble, la moyenne des tailles était de 2,5 a 
8,5 p de long et 0,6 » de diamétre. | 


SOLUTIONS HYPERTONIQUES (15 p. 100 de lactose), 


Des le début des recherches, avant de procéder a la métalli- 
sation, plusieurs centaines d’individus ont été mesurés et com- 
parés avec les individus en suspension dans les solutions iso- 
toniques (Sauton dilué au 1/4). A cause des variations de taille 
qui existent normalement, on n’a pu tirer aucune conclusion 
définitive sur l’action des solutions hypertoniques sur la taille 
des bactéries. Leur surface avait 4 peu prés le méme aspect dans 
les deux cas. La méthode de métallisation par le chrome a permis 
de noter des différences importantes qu’aucune autre technique 
n’avait mises en évidence, 

Nous avons observé plusicurs centaines d’individus et, comme 
avec les suspensions isotoniques, pris de nombreuses photogra- 
phies. La taille, la forme et la structure internes sont A peu pres 
semblables dans les deux groupes. La encore, 50 p. 100 des indivi- 
dus avaient des structures internes d’une seule masse et 50 p. 100 
des structures granulaires. L’examen de la surface n’a pu étre fait 


avee exactitude que par la photographie ; elle était moins nette a 
examen direct au microscope électronique. 
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‘ASPECT DE LA suRFAcE. — Une demi-heure A une heure apres 
la préparation de la suspension en lactose, nous avons remarqué 
que.la majorité des bactéries avaient un aspect plus ou moins ridé, 
apparaissant parfois comme les photographies de la surface de 
la Tune. I] n’y a pas d’ordonnance réguliére de ces arétes et de 
ces dépressions. Sur 35 individus photographiés, 29 montraient 
des plissements 4 des degrés divers. On en observait 8 sur 34 
dans le milieu de Sauton. Chez 55 individus photographiés au bout 
de trois, vingt-quatre et quarante-huit heures, la proportion des 
individus ridés était 4 peu prés la méme, mais peut-étre plus 
accentuée. Sur le méme nombre de photographies de bactéries 
en milieu de Sauton, la proportion d’individus ridés ne varie pas 
beaucoup. 


BACTERIES DESSECHEES APRES CONGELATION, — On suspend les 
bactéries dans 15 p. 100 de lactose pendant environ cing heures, 
puis on les congéle 4 —72° C et on les desséche dans le vide. 
On obtient ainsi une poudre blanche. Ce matériel est placé sur 
le film en collodion des porte-objets, soit sous forme de poudre, 
soit aprés avoir été remis en suspension dans l’eau, jusqu’a 
obtention du volume originel et examiné a des intervalles de une 
a vingt-quatre heures aprés la resuspension. Plusieurs centaines 
d’individus furent examinés et des photographies furent prises. 
La morphologic, la structure interne et la taille ne se différen- 
cient pas beaucoup de celles des bactéries déja décrites. Aprés 
métallisation, 31 individus furent photographiés, soit sous forme 
de poudre séche, soit en suspension. Trois seulement mon- 
trérent des plissements de la surface. Il ne sembla pas y avoir 
de différence dans l’aspect des bactéries desséchées et celui des 
bactéries remises en suspension. Quand on voyait des corps gra- 
nulaires sur les individus provenant de la poudre, il semblait 
que les capsules étaient tendues sur ces granules, qui formaient 
des élévations nodulaires. 


Résumé. 


La technique d’examen au microscope électronique aprés métal- 
lisation, décrite par Williams et Wyckoff, a ouvert des horizons 
nouveaux dans |’étude des bactéries, en ce sens qu’elle a permis 
l’étude de leur surface. L’importance de cette méthode ressortira 
clairement si l’on songe que, comme nous l’avons montré dans 
ce travail, elle a rendu évidente l’action des solutions hyper- 
toniques sur le bacille tuberculeux (BCG), action que le micro- 
scope a lui seul n’avait pas permis de montrer. Cette méthode sera 
une aide précieuse dans |’étude de l’action sur les bactéries des 
produits chimiques, des anticorps, des antibiotiques, etc., aussi 
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bien que dans celle de leur surface 4 |’état normal. Des études 
préliminaires sur d’autres microorganismes ont été décrites [4], 
mais c’est la premiére fois que la technique des ombres portées 
est appliquée au bacille tuberculeux. 

On ne peut encore trancher la question de savoir si le plisse- 
ment des bactéries dans la solution hypertonique explique Je 
succes obtenu dans la congélation du bacille de Calmette et 
Guérin. On a pensé que le plissement préalable de la bactériec 
empéchait sa rupture lors de son extension au cours du processus 
de congélation. On a montré que ce bacille ne résiste pas a la 
dessiccation a ‘l'état congelé dans des solutions isotoniques [5]. 
Les résultats de Glover [6], qui a constaté que la. congélation 
des bacilles tuberculeux virulents suspendus en solution isoto- 
nique les laisse vivants si on les maintient 4 —76° C, tandis que 
leur viabililé est réduile si on les désséche ensuite, sont en désac- 
cord avec la théorie exposée ci-dessus, 

Notre travail montre que des granulations de différentes’ tailles 
et formes se rencontrent chez 50 p. 100 environ des individus, que 
les granules libres sont fréquents, qu’il existe une capsule et 
qu’on peut observer des ramifications, bien que la chose soit trés 
rare. La méthode évite les causes d’erreurs inhérentes au broyage 
et 4 la coloration, ainsi que les écueils résultant des manipulations 
physiques et mécaniques. 

Des études préliminaires effectuées avec le microscope a con- 
trastes de phases confirment l’aspect granulaire des bactéries. 


Conclusions. 


1° La méthode des ombres portées a été appliquée a ]’étude 
du bacille tuberculeux (BCG). 

2° La surface de la bactérie est normalement lisse, mais peut 
présenter un certain degré d’ondulations ou de plissements. 

3° Quand les bactéries se trouvent en suspension dans des 
solutions hypertoniques, le plissement devient plus marqué. 
Ce fait n’avait pas pu étre établi par I’étude au microscope élec- 
tronique sans la méthode des ombres portées. On se trouve ainsi 
en possession d’une nouvelle technique pour déterminer l’effet 
des médicaments et des antibiotiques sur’ les bactéries, aussi bien 
que pour définir le contour normal de celles-ci. 
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LEGENDE DES PLANCHES 


PLANCHE I* 


4, bacille tuberculeux (BCG) en suspension dans une solution isotonique. 
Ombres portées par vaporisation de chrome. Remarquer la surface lisse, ne 
présentant praliquement pas d’ombre, et les masses sphéroides 4 l’une des 
extrémités. X 45.500 réduit a 21.400 pour la reproduction. 

2, bacille tuberculeux (BCG) en suspension dans une solution hypertonique. 
Ombres porlées par vaporisation de chrome. Remarquer la surface lisse, 
ne portant pratiquement pas dombre, et la masse sphéroide 4a l’une des 
extrémités. & 45 500 réduit a 21.400 pour la reproduction. 

3, bacille tuberculeux (BCG) en solulion isotonique, avec ramification. < 45.500 
réduit a 21.400 pour la reproduction. 


PLANCHE 1 


4, bacille tuberculeux (BCG) en suspension dans une solution hypertonique. 
Ombres portées par vaporisation de chrome. Remarquer la capsule et Virré- 
gularilé de la surface du bacille, nettement mise en évidence par l’ombre 
portée derriére lui. & 45.500 réduit & 2 .40) pour la reproduction. 

2, bacille tuberculeux (BCG) provenant d’une poudse obtenue par dissiccation 
aprés congélation. Noter les masses internes réguliéres 4 chaque extrémité 
du bacille et les masses irréguliéres & Vintéri-ur du germe. & 45.500 réduit 
& 21.400 pour la reproduction. 

3, bacille tuberculeux (BCG) aprés suspension dans une solution hypertonique 
peniant quaranote-huit heures. Ombres portées par vaporisation de chrome. 
Remarquer les dépressions de la surface et les «mbres projetées en arriére 
des extrémités du bacille. X 24.500 réduit & 11.500 pour la reproduction. 


PLANCHE Ill 


4, bacille tuberculeux (BCG) aprés suspension dans une solution hypertonique 
pendant quarante-huit heures. Ombres portées par vaporisation de chr. me. 
Cliché pris avec un petit angle d’ouverture. Remarquer les cristanx de lactose 
a la surface du bacille relativement lisse. On voit une masse interne & lune 
des extrémités. X 45.500 réduit & 21.400. pour la reproduction. 

2, bacille tuberculeux (BCG) aprés suspen-ion dans une solution hypertonique 
aprés: quarante-huit heures. Remarquer londulation accentuée et la surface 
irréguliére. La projection du chrome a eu lieu dans la direction du grand 
axe. Noter l’ombre a l'un des poles. X 45.500 réduit 4 24.400 pour la repro- 
duction. : : ' ; 

3, bacille tuberculeux (BCG) en suspension dans une solution isotonique. 
Remarquer la boucle faite par le bacille sur lui-meme et les masses internes 
irréguliéres. X 45.500 réduit a 21.400 pour la reproduction. 


ETUDES EXPERIMENTALES 
SUR LE PASSAGE TRANSPLACENTAIRE 
DE LA PENICILLINE 
PAR LE TITRAGE COMPARATIF DE CET ANTIBIOTIQUE 
DANS LA CIRCULATION MATERNELLE ET FQETALE ~ 


par E. GRASSET et E. EDLINGER. 


(Institut d’Hygiene. Université de Genéve.) 


Le passage des substances les plus diverses a travers le pla- 
centa a été éludié, mais jusqu’a la différenciation faite par 
Grosser [4] de 4 types de placenta, les résultats trés contradic- 
toires jusqu’alors observés n’éltaient pas & méme de conduire 
a une doctrine rationnelle. Grosser distingue 4 types de placenta 
suivant leur structure respective : 

1° Le placenta épithéliochorial, sans destruction du placenta 
maternel (jument, truie, vache) ; 

2° Le placenta syndesmochorial, avec perte de l’épithélium de 
Yutérus et dont les véllosités choriales pénétrent jusqu’au tissu 
fibrogéne utérin (chévre, brebis) ; 

3° Le placenta endothéliochorial; dont les villosités choriales 
s'avancent jusqu’aux endothélia des vaisseaux maternels (car- 
nivores) ; ; 

4° Le placenta hémochorial, dont les villosités choriales 
détruisent les vaisseaux sanguins maternels et nagent dans des 
chambres emplies de sang (femme, guenon, rongeur, cobaye, 
lapine, rate). 

Il est évident que plus la communion entre les deux parties du 
placenta est intime, plus les substances en circulation peuvent 
facilement passer. Les travaux de Flexner et Gellhorn [2], qui 
ont travaillé avee isotope de sodium et le sodium, ont montré 
que le passage est dans une relation étroile avec la structure his- 
tologique du placenta. 

On pouvait croire que le placenta agissait comme un simple 
filtre qui ne laisse passer que des molécules de certaine grandeur. 
Or, il a été démontré que ce n’est pas le cas pour les études sur 
le passage transplacentaire de substances de nature biologique. 
Snyder [8] signale que les hormones ne passent pas la barriére 
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placentaire. Pour les vitamines, le placenta posséde, selon 
Neuweiler [4], une possibilité de sélection de choix et de blo- 
cage. Cette fonction apparait encore plus compliquée pour les 
antigénes et les anticorps. Les bactéries ne parviennent jusqu’au 
foetus qu’a la faveur de conditions pathologiques particuliéres. 

L’un de nous (Grasset [5]) a montré, en 1927, que les bacté- 
riophages du staphylocoque et du colibacille ne traversent pas 
le placenta. Il en est de méme pour les toxines microbiennes et 
pour leurs dérivés détoxiqués, les anatoxines, comme cela a été 
montré par Grasset [6, 7] en collaboration avec Nattan-Larrier 
et Ramon. Par contraste avec les antigénes bactériens, les anti- 
corps, tels que les antitoxines, méme hétérologues, ne sont pas 
arrétés par le placenta. Ainsi s'explique la nature passive de 
Pimmunité que les femelles vaccinées par |’anatoxine pee Mite 
ou diphtérique transmettent a leurs nouveau- nés. 

Ceci ne s’applique, en l’occurrence, qu’aux femelles, cobayes 
et lapines, se rattachant aux animaux du groupe placentaire 
hémochorial, auquel appartient également le type du_ placenta 
féminin. Chez la jument, qui posséde un placenta endothéliocho- 
rial, la transmission transplacentaire de |’immunité est insigni- 
fiante, mais la séro-protection du nouveau-né d’origine mater- 
nelle est transmise par le colostrum (Lemétayer [8]). 

I] nous a paru intéressant de rechercher si la pénicilline, pro- 
duit d’origine microbiologique, se comportait comme un antigéne 
ou comme une substance chimique en solution et s’il existait 
éventuellement d’autres facteurs encore indéterminés susceptibles 
d’intervenir dans ce processus. A notre connaissance, il n’a pas 
encore été effectué de travail expérimental sur le passage de la 
pénicilline a travers le placenta. Nous ne connaissons que l'étude 
clinique de Woltz et Wiley [9], qui ne résume que 6 cas et dont 
les auteurs reconnaissent eux-mémes l’insuffisance de matériel ; 
par ailleurs, au cours de notre travail, commencé en 1947, parut 
une étude clinique de Novak [10], 1947, plus large d’applications 
et portant sur 64 cas. Malgré son intérét, ce travail clinique n’est 
cependant pas 4 méme de répondre a toutes les exigences que 
seule peut fournir |’étude expérimentale. 


PROCEDURE D’ EXPERIMENTATION. 


En conséquence des rapports de structure du placenta des 
cobayes femelles et lapines avec celui de la femme, nous avons 
porté notre choix sur ces deux espéces zoologiques. pour réaliser 
notre expérimentation. Nos expériences portérent sur un total de - 
40 femelles pleines, soit respectivement 28 cobayes et 12 lapines. 

A une série de cobayes femelles pleines, dépassant chacune le 
poids de 600 g., nous avons injecté dans les muscles de la cuisse 
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10.000 unités de pénicilline purifiée cristallisée sodique G (Lilly) ; 
une autre série de cobayes femelles pleines fut injectée avec 
20.000 unités de pénicilline par injection intramusculaire. Aprés 
un temps variant de quinze minutes a quatre heures trente minutes, 
on préleva par section césarienne les foclus avec leurs membranes. 
On s’efforca d’obtenir un échantillon de liquide amniotique, puis 
on procéda a la saignée des foetus par ouverture du thorax de ces 
derniers, et section jusqu’au travers des grands vaisseaux et du 
coeur, de fagon a laisser pénétrer le sang dans la cavité thora- 
cique ; cette technique permet de récolter le sang foetal en quantité 
suffisante et d’une maniére stérile in sifu en excluant tout con- 
tact avec le sang maternel. On procéda concurremment a une prise 
de sang chez la mére, soit par ponction du cceur chez les cobayes, 
soit d’une arlére abdominale chez les lapines. Chez les femelles 
n° 7 (lapine) et n° 3 (cobaye), la saignée des foetus ne fut pas 
possible ; on a alors procédé en sectionnant le foetus en petits 
morceaux, réduisant ces segments en une pulpe grossiére. Le suc 
de tissus et le liquide surnageant furent filtrés et le liquide obtenu 
fut utilisé pour le titrage. Aprés centrifugation des divers échan- 
tillons, les sérums furent alors litrés. Le titrage de teneur en 
pénicilline de ces derniers fut effectué selon la méthode décrite 
par l'un de nous (Edlinger) avec Bonifas [44] dans ce méme 
Institut. 

Selon cette derniére technique, on mesure l’activilé antibiotique 
de la pénicilline par son pouvoir d’inhiber la fermentation du 
lactose produit par le staphylocoque doré Oxford. La série de 
dilution est établie selon une progression géométrique a raison de 
0,75, afin d’éviter de trop grands écarts dans l’échelle de dilution 
et également de diminuer les erreurs mathématiques. 

Des contrdles furent effectués chez des cobayes femelles pleines 
n’ayant pas regu de pénicilline, dans le but d’exclure une action 
bactériostatique possible du sérum foetal pouvant étre altribuée 
de fagon erronée a la pénicilline. Des. expériences de contréle 
porterent également sur deux femelles — cobaye et lapine — non 
portantes dont une fut injectée avec de la pénicilline, pour com- 
parer le taux du contenu en pénicilline avec celui obtenu chez les 
femelles gravides traitées a la pénicilline, et dont l’autre n’avait 
pas recu de pénicilline, pour s’assurer qu’il n’y a pas non plus 
une action bactériostalique du sérum de la femelle gravide 4 méme 
de géner éventuellement le titrage de la pénicilline. Les moda- 
lités et résultats de ces expériences sont exprimés dans les 
tableaux I, II et III. 

Il ressort de ces résultats que la pénicilline passe a travers la 
barriére placentaire, dans le sang des foetus des cobayes_ et 
lapines, a des concentrations qui, en pratique, répondent aux 
besoins thérapeutiques. Par ailleurs, la courbe d’absorption de 
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la pénicilline chez le foetus est différente de celle observée pour 
les femelles gravides (voir graphiques I, I et III). Tandis que 
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Kia. 4. — Contenu en pénicilline par centimétre cnbe du sang de cobayes 


gravides et du sang de leurs fetus, aprés injection intramusculaire de 
40.000 unités de pénicilline. 
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Fic. 2. — Contenu en’pénicilline par centimetre cube du sang de cobayes 


gravides et du sang de leurs foetus, aprés injection intramusculaire de 
20.000 unités de pénicilline. 


chez la mére, le titre en pénicilline du sang monté & un niveau 

élevé dans les trente A quarante-cing minutes suivant Vinjection | 
de l’antibiotique pour s’abaisser ensuite rapidement, chez le | 
foetus nous voyons apparaitre la pénicilline tout aussi rapidement | 
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mais a un titre beaucoup plus bas, titre qui se maintient cepen- 
dant relativement longtemps (jusqu’a deux heures) pour redes- 
cendre ensuite progressivement. 

Nous voyons donc que la relation entre le contenu en pénicilline 
chez la femelle et le foetus, qui se montre tout d’abord trés élevée, 
lend a s’égaliser par la suite de plus en plus dans les quatre 
cing heures suivant l’'injection de pénicilline. 

Le rapport entre les concentrations de pénicilline dans les circu- 
lations maternelle ef foetale, au moment ow elles alteignent leur 
maximum, a été trouvé varier entre les limites extrémes de 50 a 1, 
& moins de 5 a 1. 

Lorsque, en fin de chute, soit quatre a cing heures , aprés 
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gravides et du sang de leurs foetus, aprés injection intramusculaire de 
20.000 unités de pénicilline. 


Vinjection de pénicilline, les taux maternels et foetaux atteignent 
les concentrations minima d’antibiotique décelable par le titrage 
(0,02 U.), les deux courbes tendent alors 4 se superposer. Le 
facteur temps apparait donc comme un facteur important dans le 
passage transplacentaire de la pénicilline. 

On peut également remarquer que la quantité de pénicilline 
injectée n’exerce pas une influence en relation proportionnelle sur 
le taux pénicillinique chez la femelle ; elle n’exerce, par ailleurs, 
pas d’influence directe sur la courbe du litre en antibiotique de 
Ja circulation foetale. 

La quantité de pénicilline injectée chez la femelle ne joue qu’un 
réle de moindre importance dans ce processus ; alors que pour la 
série des cobayes femelles gravides soumises a l’injection de 
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10.000 U. de pénicilline, le rapport entre les titres de pénicilline 
dans la circulation maternelle et foetale est de 20 41 (soit 5 et 
0,1 U. respectivement), pour les femelles injectées avec une dose 
double d’antibiotique — 20.000 U. —, cette relation a été trouvée 
de ordre de 30 4 1 (7,5 a 0,2 U. respectivement). i 

» Lage du feetus n’a pas montré, dans nos expériences, d’in- 
fluence sensible sur le contenu en pénicilline dans le sang du 
foetus. I] faut cependant noter que notre matériel expérimental 
ne comprenait que des foetus dans la deuxiéme moitié de la période 
de gestation. En ce qui concerne le liquide amniotique, il ne con- 
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Fic. 4. — Relation entre le contenu en pénicilline 
dans le liquide amniotique et le stade de gestation. 


tenait que des quantités minimes de pénicilline. Pour ce qui a 
trait a ce dernier point, on peut faire néanmoins un rapport entre 
la période de gestation et le contenu en pénicilline (voir gra- 
phique IV): ainsi, le liquide amniotique des foetus contient, 
d’aprés nos expériences, d’autant plus de pénicilline que ces der- 
niers sont moins Agés. Dans le cas de taux minimes de pénicilline, 
il est impossible de fixer un rapport entre le laps de temps suivant 
injection de l'animal et son contenu en pénicilline. 

Ces études montrent done que le passage de Ja pénicilline a 
travers le placenta, dans les conditions telles que celles réalisées 
dans ces expériences, existe done en fait, mais ce passage ne 
s’exerce pas librement. Tout semble indiquer que la pénicilline 
ne peut passer dans la circulation foetale dans des concentrations 
comparables 4 celles observées dans la circulation maternelle. 
mais seulement dans des proportions limitées, 

Par contre, bien que nettement inférieur, le taux maximum de 
pénicilline atteint dans la circulation fetale parait se maintenir 
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relativement plus longtemps que celui correspondant a la circula- 
tion maternelle. L’établissement d’un équilibre entre le taux en 
pénicilline des deux cotés de la barri¢re placentaire est condi- 
tionné par le temps écoulé depuis Vinjection de cet antibiotique. 

On peut concevoir une fonction barriére placentaire qui sépare 
les circulations maternelle et foetale en deux circuits différenciés 
quant a leur contenu en pénicilline et qui tendent a s’égaliser lors 
de l’élimination de la pénicilline. Ceci n’est évidemment vrai que 
pour les conditions expérimentales réalisées dans nos études. 
Cependant, la structure histologique du placenta de ces deux 
espéces animales utilisées est, par ailleurs, sensiblement la méme 
que celle de la femme. Dans une certaine limite, les résultats 
observés peuvent done permettre une orientation vers des déduc- 
tions d’ordre pratique pour la clinique humaine. Un autre facteur 
intervient, en conséquence duquel la clinique se distingue sensi- 
blement de |’expérimentation. I] est conslitué par la différence de 
la durée de gestation. La période trés courte de la gestation chez 
la lapine et le cobaye constitue vraisemblablement un fait biolo- 
gique qui ne nous permet pas d’établir une relation entre l’in- 
fluence de la période de gestation et le passage de la pénicilline 
en ce qui concerne plus particuliérement la femme. 

Dans le travail cité plus haut de Woltz et Wiley, ces auteurs 
arrivent a la conclusion que la pénicilline ne franchirait pas le 
placenta avant la dixiéme semaine de gestation. Il se peut donc 
que la durée de la période de gestation chez la femme résulte, 
dans les premiers stades de celte derniére, en un circuit placentaire 
plus ou moins étanche, tout au moins en ce qui concerne la péni- 
cilline. La diminution du contenu en pénicilline dans le liquide 
amniotique au cours de |’évolution gravidique peut étre expliquée, 
d’une part, dans lindividualisation progressive du circuit foetal, 
et, d’autre part, dans la formation de plus en plus réduite du 
liquide amniotique durant les derniers stades de la gestation. 


* 
* * 


Quelles déductions pratiques peut-on tirer de ces études ? 

La pénicilline injectée 4 la mére est 4 méme de conférer au 
foetus une défense envers des infections bactériennes de germes 
pénicillino-sensibles. 

Par contre, le contenu en pénicilline dans le liquide amniotique 
est trop faible pour empécher une infection ascendante du liquide 
amniotique. pty 

Un point qui nous a paru encore plus important de réalisation 
est de tenter de traiter des infections réalisées directement in utero. 

Pour réaliser ces conditions, nous avons entrepris l’essai sui- 
vant : 3 cobayes femelles gravides dans les derniers jours de la 
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gestation ont été soumises, dans des conditions d’asepsic opéra- 
toire, 4 une laparotomie ; nous avons alors injecté directement 
dans le corps d’un des foetus 0,2 em* d'une culture de seize a 
dix-huit heures de staphylocoque doré Oxford (10x* germes par 
centimétre cube). Apres fermeture de l’abdomen, deux de ces 
animaux ont recu, a un intervalle de trois heures, une injection 
de 10.000 unités de pénicilline, tandis que la troisiéme femelle 
restait sans traitement comme témoin. 

Aprés trente heures, les deux femelles traitées par la pénicilline 
ont été sacrifices. Les foetus étaient alors vivants. La recherche 
bactériologique des germes dans le corps des fcelus par frottis 
des organes et cullures sur milieu approprié resta négative. La 
femelle témoin mit bas, vingt-six heures aprés linoculation viru- 
lente, de 3 feetus morts chez lesquels les froltis et les cultures 
montrérent des slaphylocoques dorés en abondance, du méme type 
que ceux injeciés antérieurement chez ces derniers. Le cobaye 
femelle survécut malgré cette mise bas anticipée. Bien que cet 
essai préliminaire ne permetle pas encore de tirer des conclusions 
absolues, il confirme notre thése relative a la possibilité d’un 
traitement bénéiiciaire des infections intra-utérines. Dans la cli- 
nique, le probléme le plus important est constitué par celui du 
traitement de la syphilis congénitale. 

Dans ce dernier cas, la pénicillothérapie peut sensiblement élre 
facilitée par l’institution d’un traitement au cours de la période 
foelale. du futur individu. L’étude expérimentale du traitement 
des infections spirochétosiques et V’étude clinique détaillée du 
passage transplacentaire de la pénicilline feront l'objet de travaux 
actuellement en cours, 


CONCLUSIONS HT RESUME. 


Le passage transplacentaire de la pénicilline effectué chez une 
série de cobayes ct lapines est mis en évidence par des titrages 
ccomparatifs de cet anlibiolique dans les circulations maternelle et 
foelale. Ce passage s'est montré relativement limité. I] appa- 
rait influencé par le laps de temps suivant injection de l’anti- 
biotique ; il n’a pas été observé de relation directe entre Ja quan- 
tité de pénicilline injectée dans l’organisme maternel et le taux de 
Vantibiotique dans la circulation feetale. 

Dans les conditions réalisées dans nos expériences, la concen- 
tration en pénicilline dans la circulation foetale se maintient pen- 
dant trois ou quatre heures a un niveau nettement inférieur a celui 
de la mére, mais d’efficacité antibiotique thérapeutique néanmoins 
suffisante. Le liquide amniotique n’a montré contenir que des 
concentrations trés faibles de pénicilline, voire méme minimes ou 
non appréciables par titrage vers Ja fin de la période de gestation. 


\ 
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Du point de vue biologique, il ressort de ces études que la 
pénicilline, produit d’origine microbienne, ne parait pas, sous sa 
forme cristallisée purifiée, susciter, de la part du placenta, une 
sélectivité de la méme nature que celle observée a l’égard des 
antigénes bactériens tels que les toxines. Le comportement du 
placenta envers la pénicilline apparait plut6t comparable a celui 
observé a l’égard des vitamines. Les modalités pratiques d’une ~ 
pénicillothérapie des infections intra-utérines sont discutées. 
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IMAGES NUCLEAIRES AU COURS 
DE DIVERS PHENOMENES DE LYSE MICROBIENNE 


par L. QUERSIN. 


(Institut Pasteur de Bruzelles.) 


Dans un note précédente [4], J. Beumer et nous-méme avons 
décrit les modifications morphologiques que Vapplication de la 
méthode de Robinow permet de mettre en évidence au cours de 
la lyse bactériophagique. Avant de se lyser, la cellule bacté- 
rienne présente une lésion caractéristique, consistant dans le 
remplacement du noyau par une masse colorée comme lui, mais 
beaucoup plus volumineuse, et de forme trés différente. Pour Jes 
cas étudiés jusqu’ici, cette forme varie avec le phage employé, 
mais est, par contre, identique chez différentes bactéries soumises 
a action d’un méme phage : la lésion est spécifique du phage et 
non de la bactérie. 


Rappelons briivement la technique utilisée par Robinow. Les frot- 
tis, préalablement séchés a Jair, sont fixés par exposition pendant 
deux minutes aux vapeurs d’acide osmique. On les traite ensuite 
par de l’acide chlorhydrique, 4 60°, puis les lave en eau courante pen- 
dant dix minutes et les colore pendant une heure A l’aide d’une solu- 
tion de Giemsa A 2,5 p. 100. Robinow utilise uniformément l]’acide 
chlorhydrique ncermal quel que soit le bacille étudié ; nous avons jugé 
préférable d’utiliser l’acide chlorhydrique 4 des concentrations diffé- 
rentes suivant le germe en cause. Voici quelques exemples des concen- 
trations employées : 


Groupe coli-typhique-dysentérique. ........... HCL2N 
Wibrioncholériques: . yee ine eee ree MATIN et ole eo: HCl2N 
Souche « Air B » sensible au lysozyme. ....... 2 ee OLSIN 
Be ESUBUTIOS. 2, ois, te: <a hopgeh ctuaite Wen ee tel aera ee HCL4N 
BUPerfruigens. ls. vals ase oot, ee HCI5N 


Pour les cultures jeunes, nous laissons les frottis dix minutes en 
contact avec Vacide chlorhydrique ; pour les cultures de dix-huit 


heures et plus, quelques minutes de contact supplémentaire sont a 
conseiller. 


Au cours du présent travail, nous avons, d’une part, essayé 
de préciser les conditions d’apparition et de disparition des 
lésions antérieurement décriles au sein des cellules en voie de 
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lyse, et, d’autre part, nous avons étudié d’aulres processus suscep- 
tibles de modifier éventuellement |’aspect du noyau : lyse chlo- 
roformique, lyse par le lysozyme, lyse par l’alexine. 


kek wt 


Rappelons que sous l’action du phage PF, le noyau des bacté. 
ries sensibles est remplacé par une grosse masse en huit de 
chiffre qui envahit progressivement tout le protoplasme; le 
phage PF fait apparaitre une masse ronde, paracentrale, moins 
volumineuse que la précédente et ne s’étendant jamais A toute la 
bactérie ; enfin le phage Lisbonne provoque la formation d’un 
batonnet médian, souvent flexueux et occupant toute la longueur 
du bacille. Nous avons, depuis la note précédente, isolé trois 
bactériophages A partir de fiente de poule. L’un (phage Su) est 
actif sur deux souches de B. subtilis et ne crée apparemment 
aucune lésion caractéristique des bactéries qu’il lyse. Le deuxiéme 
(phage ShG) agit non seulement sur les trois souches sensibles 
au phage PI’, mais encore sur trois autres souches de B. coli, 
sur une de B. paratyphique B et sur une souche de B. dysenté- 
rique Strong. Son action fait apparaitre, dans chacun de. ces 
germes, une lésion semblable a celle que provoque le phage PF. 
Ce phage parait différent de PF; en effet, les plages qu’ils 
déterminent n’ont pas Je méme aspect; nous n’avons pas com- 
paré ces deux phages au point de vue antigénique. 

Enfin, le troisiéme bactériophage que nous avons isolé 
(phage Shp) ne lyse que le bacille de Shiga, parmi les germes 
que nous avons éprouvés. Sous son action, le bacille de Shiga 
s’épaissit un peu et s’allonge; il est parsemé de noyaux nor- 
maux, mais renferme en outre une ou deux grosses masses chro- 
matiques qui en débordent fortement le contour. 

Si, au lieu d’employer la méthode de Robinow, on traite les 
frottis par la ribonucléase en appliquant la technique mise au 
point et décrite en détail par Boivin et ses collaborateurs [2], 
on retrouve chacune des images que nous venons de décrire. Tou- 
tefois chez les bactéries en voie de lyse soumises a la ribonu- 
cléase, les grosses masses chromatiques sont un peu moins com- 
pactes et de structure plus granuleuse qu’aprés le traitement par 
Vacide chlorhydrique. La lésion que cerée le bactériophage 
semble donc bien consister en une hypertrophie du _noyau, 
hypertrophie qui suit des modalités particuliéres suivant le phage 
envisagé. Cette hypertrophie correspond-elle 4 une augmenta- 
tion de Ja teneur en acide désoxyribonucléique ? C’est ce que 
nous nous efforcerons de déterminer ultérieurement. Dans l’affir- 
mative, il faudrait établir d’ou provient l’apport d’acide désoxy- 
ribonucléique : du noyau bactérien lui-méme, ou bien des phages 
qui, dans ce cas, se multiplieraient 4 l’intéricur du noyau ? 
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La simple fixation du phage sur la bactérie suffit-lle a faire 
ahaa’ apparaitre la lésion? Nous avons utilisé, dans les experiences 
-_ suivantes, le bacille de Shiga et le phage PF. La fixation du 
_ phage sur une culture de Shiga en bouillon, Agée de cing heures, 
a 6té réalisée, soil au bain-marie a 50°, soit & 4°: aucun des 


, oe 


ee ae ; iss ie 4 
nombreux frottis faits 4 intervalles réguliers n’a montré d autres 
images que celles de B. de Shiga normaux. Nous avons, d’autre 


rey part, réalisé la fixation en bouillon 4 37°; sept minutes apres 
ae  Laddition du phage, la culture est centrifugée, le culot lavé a 
ae deux reprises, puis suspendu en solution physiologique. La sus- 


Fic. 4. — Culture de bacilles de Shiga additionnée du phage PF. Frottis 

exécuté au moment ov I’éclaircissement est partiel, et coloré par la méthode 
ay de Robinow. Grosses masses chromatiques colorées comme les noyaux, au 
contour en huit de chiffre. Aucun bacille de Shiga normal. 


¥ \ 
ye , 
. pension ainsi oktenue ne s’éclaircit pas si on la remet a 37°; 
observée pendant de nombreuses heures, elle ne montre a |’exa- 
NP men microscopique aucune lésion caractéristique, aucune « forme 
Da PF » (*). Toutefois, aprés une nuit de séjour a 387°, il arrive 
qu’on trouve de rares formes PF a cdté des B. de Shiga normaux. 
Dans chaque expérience, la preuve a été faite quwil y avait bién 
aus eu fixation. 
s Une fois la lésion constituée, la lyse se poursuit-elle inélucta- 
blement, ou bien peut-on conserver les formes PI, les préserver 
de Ja lyse ? 
Centrifugeons une culture de bacille de Shiga en voie de lyse, 
au moment ot la lyse est partielle : c’est, en effet, A ce moment 


(*) Pour simplifier le langage, nous donnerons désormais cette 
appellation \ la lésion que fait apparaitre le phage PF. 
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que les formes PF caractéristiques sont le plus nombreuses, a 
tel point que, quand on a choisi I’éclaircissement adéquat, les 
preparations ne montrent plus aucune forme normale. Le culot 
de centrifugation, lavé deux fois et remis en solution physiolo- | 
gique, constitue ce que nous appellerons la suspension de formes 
PF. Si on met cette suspension a la glaciére pendant une nuit, 
on retrouve le lendemain les formes PF absolument intactes et 
aussi nombreuses. Mises & 37°, au contraire, ces formes dispa-— 
raissent, mais plus lentement qu’en bouillon. Privées de milieu 
nutritif et soustraites en méme temps a la température propice 


Fic. 2. — Témoin constitué par une culture de bacilles de Shiga du méme Age, 
non additionnée de bactériophage. Plusieurs noyaux par bactérie, méme 
coloration que pour la figure 4. 


a la croissance, les formes PF n’évoluent donc plus vers la lyse. 

Si l’on détruit a la fois le phage et la bactérie en chauffant une 
demi-heure 4 75° une suspension de formes PF, celles-ci se con- 
servent ensuite, méme placées 4 37°. Notons que les résultats sont 
semblables, bien que moins nets, quand on chauffe directement 
une culture en bouillon au stade de la lyse partielle. 

Mais si l’on tue la bactérie en épargnant Je phage, assiste-t-on 
au méme blocage de la lyse au stade des lésions ? Pour le savoir, 
nous avons exposé une suspension de formes PF aux vapeurs de 
chloroforme, auquel le phage PF est résistant. On assiste, dans ces 
conditions, a une lyse trés accélérée, au point qu’une demi-heure 
d’exposition, a la température du laboratoire, suffit pour faire 
disparaitre toutes les formes PF : les frottis sont vides. Le méme 
effet se constate a Ja glaciére. Tout se passe comme si Jes formes 
PF étaient bien plus sensibles a la lyse chloroformique que les 
bacilles normaux. Signalons encore que le chloroforme est 
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sans action sur les formes PF tuées par chauffage pendant 
une demi-heure a 75°. 

Il fallait s'adresser & un autre moyen pour étudier le sort 
des formes PF mortes, mais portant des phages intacts. Le chauf- 
fage a 60° n’est guére ulilisable, car une grande partie des formes 
continue son évolution vers la lyse au cours du chauffage.. Pour 
tuer les bactéries, réalisons une suspension de formes PF 
en solution physiologique formolée 4 4 p. 1.000, et laissons en 
contact une nuit a la glaciére. Le lendemain, on vérifie qu'une sus- 
pension témoin non additionnée de phage, traitée par le formol 
a la méme concentration, a été tuée tandis que le phage est intact. 
Les formes PI traitées par le formol sont alors remises a 37° et 
persistent jusqu’aprés vingt-quatre heures de séjour a l|’étuve 
pour bloquer la lyse au stade des lésions, il n’est pas nécessaire 
de tuer le phage et la bactérie : la mort de la bactérie seule 
suffit, tout au moins lorsqu’elle a été déterminée par le formol. 

En résumé, la simple fixation du phage ne fait pas apparaitre 
les lésions qui semblent done liées directement, soit A Ja multi- 
plication des parlicules de phage, soit & la lyse elle-méme. Une 
fois ces lésions apparues, leur sort dépend de celui des cellules 
bactériennes : elles persistent quand la bactérie est tuée, ou bien 
quand, suspendue en solution physiologique a la glaciére, elle 
n’a plus qu’un métabolisme considérablement ralenti, 


* 
* * 


Nous avons étudié, a cet égard, le phénoméne de Da Costa 
Cruz. “Rappelons qu’il consiste en ce que des bactéries sensibles 
4 un phage sont protégées contre celui-ci par l’immunsérum qui 
leur correspond. Les différentes modalités de cette protection ont 
été étudiées, pour le phage PF et le B. de Shiga, par J. Beu- 
mer [3]. Signalons d’abord que l’aspect des noyaux dans les bac- 
téries cullivées en présence d’immunsérum est normal; Jes bac- 
téries sont disposées en chaines assez courtes, a l’intérieur des- 
quelles se détache trés nettement une rangée de noyaux. Dans nos 
expériences, nous avons introduit simultanément le bactériophage 
et I goutte de culture de Shiga, soit en immunsérum pur, soit 
en bouillon additionné d’immunsérum a raison de X gouttes pour 
5 em*, ou davantage. Voici les résultats de nos observations : 

a) La présence d’immunsérum relarde l’apparition des formes 
PF et la retarde d’autant plus que la proportion de sérum est plus 
élevée. 

b) Mais, tot ou tard, les formes PF apparaissent. Pour certaines 
proportions d’immunsérum, il se produit un faible éclaircisse- 
ment, par exemple aprés huit heures ou vingt-quatre heures ; 
dans cc cas, les formes PF apparaissent de nombreuses heures 
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avant le début de l’éclaircissement. Pour des proportions d’im- 
munsérum plus élevées, les formes PF remplacent tous les bacilles 
normaux pendant plusieurs heures, bien qu’aucun éclaircissement 
ne $s observe ; ultérieurement, l’examen montre A nouveau des 
bacilles normaux. 

c) Les formes PF apparues dans ces conditions évoluent vers 
la lyse beaucoup plus lentement qu’en milieu témoin additionné 
de sérum normal. Cet étalement considérable du phénoméne per- 
met, semble-t-il, de mieux suivre les aspects intermédiaires entre 
les bacilles normaux et les formes PF typiques. En outre, {es 
cultures en immunsérum finissent par contenir des formes PF con- 
sidérablement plus grosses qu’en bouillon. 

d) En immunsérum pur, les premiéres formes anormales appa- 
raissent vers la huitiéme heure, se trouvent seules A ]’exclusion 
des bacilles normaux vers la trente-deuxiéme heure et persistent 
encore aprés quarante heures, parmi des bacilles normaux. 

Notons que, réalisée en sérum pur, la bactériophagie se carac- 
térise par l’apparition d’images légérement différentes de celles 
vues en bouillon, tout au moins au début. En bouillon, au moment 
ou la grosse masse chromatique n’a pas encore envahi tout le 
protoplasme, on distingue nettement celui-ci, coloré en mauve 
pale aux deux extrémités de la forme en huit de chiffre qui est, 
elle, violet foncé. Tandis qu’en sérum, et au méme stade, les deux 
extrémités protoplasmiques appendues a la masse chromatique 
ne se colorent absolument pas; elles apparaissent comme des 
vides, tranchant nettement sur le fond de la préparation trés 
colorée par suite de la présence de sérum. Les formes PF se dis- 
tinguent ainsi particuliérement bien. Dans la suite, quand la masse 
chromatique a envahi tout le protoplasme, les formes PF sont 
trés semblables:en bouillon et en sérum avec la réserve que lors- 
qu’il s’agit d’immunsérum, les masses chromatiques continuent 
a grossir bien davantage, avant de disparaitre. 

En conclusion, au point de vue microscopique, le phénoméne de 
la bactériophagie en présence de sérum antibactérien ne se dis- 
tingue pas essentiellement du méme phénoméne en bouillon ou 
en présence de sérum normal. Il y a seulement un vaste étalement 
de tout le processus : retard d’apparition des lésions, évolution 
beaucoup plus lente de ces lésions vers la disparition. Dans les 
expériences réalisées, il y a toujours eu fixation et multiplication 
retardées du phage. Les lésions n’apparaissent qu’un certain temps 
aprés le début de la multiplication. . 

L’immunsérum semble donc agir, non seulement sur la fixation 
du phage, mais encore sur les stades ultérieurs de la bactério- 
phagie. C’est d’ailleurs ce qu’a remarqué Delbrick [4] au cours 
de ses expériences du type « one step growth » : a des dilutions 
suffisamment élevées, le sérum antibactérien n’est plus capable 


528 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


d’empécher la fixation du phage, mais il allonge alors le Japs de 
temps qui sépare la fixation de la libération du phage. C'est 
pendant cet intervalle de temps que se forme la lésion bactérienne 
que nous décrivons. Remarquons toutefois que, dans les expe- 
riences de Delbriick, le phage ne se fixe que si Je sérum est dilué 
au moins au 1/100 ou au 1/200; tandis que, dans nos expériences, 
le phage a toujours fini par se fixer, fat-ce tardivement ; en immun- 
sérum pur, la fixation ne s’observe que cing heures aprés la 
mise en contact. Le sérum employé par Delbriick a sensiblement 
le méme tilre que le nétre, mais la différence des résultats peut, 
nous semble-t-il, aisément s’expliquer par le fait que les obser- 
vations de Delbriick portent, pratiquement, sur une seule généra- 
lion de cellules, tandis que nous étudions un phénoméne beau- 
coup plus complexe portant sur une culture en voie de crois- 
sance. Dans ce cas, il arrive un moment ot le nombre de cellules 
est trop élevé pour la quantité de molécules d’anticorps : il reste 
des récepteurs libres, non combinés a l’anticorps, et aptes, par 
conséquent, a fixer des particules de phage. Quand les observa- 
tions n’englobent qu’un seul cycle de la lyse bactériophagique, 
la fixation ne peut se réaliser qu’a des dilutions élevées de 
sérum, c’est-i-dire dans le cas ot le nombre de molécules d’anti- 
corps est déja trop faible au départ pour bloquer tous les récep- 
leurs des bactéries introduites au début de lexpérience. 


* 
* Ok 


Passons maintenant 4 des phénoménes autres que la bactério- 
phagie. Signalons tout d’abord que le simple fait de tuer les 
bactéries par chauffage une demi-heure a 60° ne modifie en rien 
aspect du noyau, et qu’il en est de méme pour l’action des 
vapeurs chloroformiques. Méme au moment ot une culture sur 
gélose, soumise depuis quelques heures aux vapeurs de chloro- 
forme, a pris cet aspect blanc mat, suiffeux, caractéristique, on 
ne note aucune perturbation dans l’image de la hactérie colorée 
par la méthode de Robinow. 


* 
*k OK 


L’action du lysozyme du blane d’ceuf sur un germe sensible, 
le « Air B », a été étudiée a Ja température du Jaboratoire, et non 
au bain-marie 4 40°, dans le but de ralentir le phénoméne et de 
saisir ainsi d’éventuels stades dans la lyse. Une culture de dix- 
huit heures du germe sensible sur gélose est délayée en solution 
physiologique et additionnée de blane d’ceuf, a raison de 1 p. 200. 
Dans ces conditions, aprés cing minutes déja, on note un certain 
éclaircissement par rapport au tube témoin et, en une demi-heure, 
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la lyse est totale. Dés les premiers frottis, effectués de cing en cing 
minutes, le protoplasme prend des contours flous ; il s’effiloche 
et disparait dans les frottis suivants, tandis que des noyaux isolés 
subsistent, parsemant seuls la préparation avant de disparaitre 
a leur tour, au moment ow I’éclaircissement est total. 


* 
* 


Le type R du coli ¢ se distingue du type S par une plus grande 
sensibilité a Vaction bactéricide de ]’alexine, comme l’ont montré 
J. Bordet et EK. Renaux [5]. Pour rechercher si le noyau se modifie 
sous l’action de l’alexine, nous nous sommes donc adressée au 
coli ¢ R; nous avons, d’autre part, comparé son comportement 
a cet égard avec celui de ¢ S. | 

A une suspension d’une culture de dix-huit heures, soit de » R, 
soit de ¢ S, on ajoute un volume quadruple de sérum frais de 
cobaye. Deux tubes témoins sont additionnés de sérum inactivé 
par chauffage. Les frottis effectués aprés cing heures, sept heures 
et vingt-quatre heures de séjour 4 37°, montrent que |’alexine déter- 
mine a4 la fois chez » S et chez 9 R, les modifications suivantes, 
lesquelles sont plus précoces et plus intenses pour » R que pour 
» S. Tandis que des coli encore normaux parsément la préparation, 
apparaissent des amas de formes rondes, petites et trés colorées, 
semblables 4 des noyaux isolés. Ces amas, sur frottis coloré au 
bleu de toluidine ou au Giemsa sans traitement préalable par ]’acide 
chlorhydrique, apparaissent comme des amas de formes granu- 
leuses. Ensuite, le semis de bacilles normaux s’abime et disparait, 
les formes ageglutinées se montrant beaucoup plus résistantes. 
Toutefois, quand le phénoméne est trés accentué (chez 9 R, par 
exemple), les amas eux-mémes se raréfient et certains s’abiment. 
Puis des bacilles normaux réapparaissent. 

Dans les expériences décrites ci-dessus, et répétées avec diffé- 
rentes concentrations de sérum, on n’a jamais stérilisé Jes cultures 
de B. coli A l'aide de V’alexine. Mais les conditions réalisées .1¢1 
sont différentes de celles ot s’est placé P. Bordet [6]: au lieu 
d’empécher, comme lui, la croissance d’une culture de B. coli 
en bouillon additionné de sérum frais, nous avons été obligée 
de faire agir l’alexine sur une culture déja développée pour 
pouvoir en faire l’étude microscopique. On congoil que, dans ces 
conditions, l’alexine ne parvienne pas i tuer tous les bacilles. 


td 
* 


Nous avons ensuite étudié le sort du noyau au cours du phéno- 
méne de bactériolyse par Jes immunsérums, en réalisant ce phé- 
nomene in vitro a Vaide d’une suspension en solution physio- 
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logique de vibrions cholériques, souche Inaba, additionnée succes- 
sivement de sérum anti-Inaba et d’alexine. Le mélange de l’immun- 
sérum et des vibrions fait apparaitre des amas agglutinés de 
Vibrions normaux, au sein desquels, aprés l’addition d’alexine, 
apparaissent progressivement les formes rondes et trés colorées, 
les granules classiques. Qu’ils soient simplement colorés a la 
fuchsine diluée au 1/20 ou quils soient colorés par la méthode de 
tobinow, leur taille el leur aspect sont presque identiques, et 
comparables 4 ceux des noyaux des bacléries normales : la trans- 
formation granuleuse des vibrions semble consister dans la dis- 
pariiion de leur protoplasme avee persistance du noyau intact. 
Ceci parait encore confirmé par le fait que la ribonucléase, comme 
Yacide chlorhydrique, épargne les granules; en effet, ceux-ci, 
aprés traitement par l’enzyme, ne présentent pas de modifications 
appréciables. : 

I] résulte de ce qui précéde que le noyau parait, en regle géné- 
rale, trés résistant. Il résiste beaucoup mieux que le protoplasme 
a action du lysozyme, a celle de l’alexine, 4 la bactériolyse par 
les immunsérums spécifiques. Et ¢’est 1a, semble-t-il, la seule 
conclusion positive que l’on puisse tirer de cette seconde partie 
de notre travail. Contrairement a la lyse bactériophagique, les 
aulres types de lyse cellulaire étudiés n’apportent pas de modifi- 
calions spécifiques & Vaspect du noyau bactérien, 


Resumss. 


Sur six bactériophages étudiés, cing eréent une lésion caracté- 
ristique décelée par la méthode de mise en évidence du noyau 
hactérien. Le traitement des frotlis par la ribonucléase confirme 
entiérement les résultats oblenus par la méthode de Robinow ; 
aussi semble-t-on en droit d’identifier les grosses masses chroma- 
liques décrites avec des noyaux hypertrophiés. Il reste a déter- 
miner si celle augmentation du volume nucléaire est due A une 
formation supplémentaire d’acide désoxyribonucléique. 

La simple fixation du bactériophage sur Ja bactérie ne fait pas 
apparaitre la lésion. Une fois celle-ci apparue, il est encore pos- 
sible d’arréter la lyse a ce stade. 

L’étude des lésions nucléaires au cours du phénomeéne de 
Da Costa Cruz montre que le sérum antibactérien n’agil pas seu- 
lement en empéchant Ja fixation du phage, mais qu’il agit aussi 
sur Jes Glapes ultérieures de la lyse bactériophagique. 

Contrairement a la lyse bactériophagique, la lyse de bactéries 
par le chloroforme, par le lysozyme, par l’alexine, ne modifie 
pas le noyau de facon caractéristique. D’une facon générale, le 
noyau est plus résistant que le protoplasme. Les granules cholo- 
riques caracléristiques du phénomene de Pfeiffer semblent con- 
sister dans des novaux isolés. 
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EUGLOBULINES ET AGGLUTININES 


par G. SANDOR et M'* C. SKROBISZ. 


(Institut Pasteur. Service de Chimie physique.) 


Les fractions proléidiques du sérum de cheval précipitées au 
cours de la dialyse possédent la quasi totalité des activités anti- 
haectériennes tandis que les antitoxines précipitent avec les globu- 
lines solubles dans l’eau distillée [4, 2]. On a appelé primitivement 
globuline tout protéide insoluble dans eau distillée (Panum). 
Cependant, actuellement, on ne tient plus compte de ce caractére 
pour définir la nature d’un protéide, admettant qu’il dépend de 
facteurs incontrolables [8]. Ainsi, limmunologie nous conduit a 
réviser celte conclusion, peut-étre trop hative. 

Un raisonnement simple nous démontrera que la relation entre 
la solubilité des proléides et leur activité « antibactérienne » n’est 
pas due a une coincidence. La globuline-anticorps doit constituer 
cette piece intermédiaire, laquelle, suivant Ehrlich, relie l’antigéne 
(la bactérie) au leucocyte. Or, Panticorps antibactérien, fraction de 
queue du point de vue de la solubilité aqueuse, en se fixant par sa 
face « haplophore » sur la bactérie, enrobe celle-ci d’une surface 
visqueuse, hydrophobe et paraffine. La phagocylose se fera sans 
difficulté, puisqu’une telle surface doit é@tre éminemment apte a 
étre mouillée par le leucocyte. 

Nous savons, depuis un certain temps déja, que la solubilité 
aqueuse des anticorps doit étre variable [4, 5, 6]. Mais on n’a étudié 
que la réaction de précipitalion de ce point de vue et les résultats 
obtenus sont présentés d’une manicre embrouillée et contradictoire. 
Par contre, on peut tirer une conclusion claire et immédiate des 
faits que nous avons mis en évidence. Comme nous allons le mon- 
trer, les antisérums de cheval produisent, soit une précipilation du 
lype « antibaciérien », soit une précipitalion du lype « anti- 
loxique ». Le premier type est caractérisé par Vabsence du phé- 
noméne de’ zone, parce que l’anticorps est euglobulinique et que 
le précipité ne se dissout pas en présence d’un exces d’anticorps. 
Pour le deuxiéme type, le phénoméne de zone apparait, l’exces 
d’anticorps pseudoglobulinique dissolvant aisément le précipité, 

Or, Ja précipitation nous conduit directement a l’agelutination. 


TN 4. os Oren s : E : atk 
(*) Société francaise de Microbiologie, séance du 3 juin 1948, 
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En effet, celle-ci débute par une réaction de précipitation a la sur- 
face bactérienne [7, 8]. Effectivement, nous allons montrer ci- 
apres que toutes les agelutinines du sérum de cheval sont entrai- 
nées avec sa fraction euglobulinique la moins soluble (euglobu- 
line I). Et maintenant, ceci se comprend aisément: la surface 
bactérienne étant enveloppée par un protéide trés peu soluble, les 
bactéries doivent s’agglutiner. Alors, nous comprenons aussi pour- 
quoi les antitoxines ne sont jamais agglutinantes. Elles sont 
pseudoglobuliniques, donc relativement trés solubles., Ainsi, lors- 
que la réaction de précipitation se produit 4 la surface bactérienne 
entre une « exoloxine » et son anticorps, cette surface reste hydro- 
phile. (En effet, nous savons aujourd’hui que les « exotoxines »; 
existent, tout autant, dans les corps bactériens que les « endo- 
toxines ».) 


DrSCRIPTION DES EXPERIENCES. 


PRECIPITATIONS  ANTIBACTE:RIENNES ») ET @ ANTITOXIQUES )). ~— 
Boyd [6] divise les sérums en « H » et « R » suivant les types 
des précipitations spécifiques. Pour le type « H » extréme, V’opti- 
mum de Ramon coincide avec celui de Dean et Webbs (1), tandis 
que pour le type « R » extréme l’optimum de Ramon disparait 
complétement. Le type « H » extréme est constilué par le sys.eéme : 
toxine diphtérique-sérum de cheval antidiphtérique, tandis que 
dans le type « R » se rangent les divers sérums précipitants de 
lapin. Par contre, les résultats obtenus par Brown [5] montrent 
que le sérum précipitant antipolyosidique de cheval est du type 
R extréme, tandis que les sérums de lapin se rapprochent plutot 
du type H. 

Celte contradiction se comprend aisément, puisque les précipi- 
tines antipolyosidiques du cheval sont des anticorps antibacté- 
riens, done euglobuliniques ; tandis. que les antitoxines de cheval 
sont pseudoglobuliniques [9]. Donc, la dissolution pour les pre- 
miers ne se produit qu’en présence d’un trés grand exces d’anti- 
corps; par contre, un trés faible excés d’antitoxine suffit pour dis- 
soudre les précipilés spécifiques. Enfin, les anticorps du lapin 
doivent étre d’un type intermédiaire, plus solubles que leuglobu- 
line et moins solubles que les pseudoglobulines du sérum de 
cheval. Deux exemples nous montrent Je bien-fondé de nos con- 
clusions. 

Un sérum anlipesteux de cheval, obtenu par injection intra- 
veineuse de bactéries vivantes permettra d’illustrer cette relation 


(1) Dean et Webbs ont opéré avec des doses variables d’antigéne el 
Ramon avec des doses variables d’anticorps. D’une maniére générale, 
dans la premiere méthode, on embrassera un domaine plus étendu 
vers l’excts d’anticorps. En outre, |’optimum s’obtiendra presque tou- 
jours pour un mélange plus dilué dans la méthode de Dean et Webbs. 
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entre précipitation du type antibactérien et nature euglobulinique 
de Vanticorps. Ce sérum (sérum n° 639) contenait, en effet, 
14 p. 1.000 d’euglobuline I (2) et toute Vactivité précipitante spé- 
cifique du sérum se trouvait concentrée dans cette fraction euglo- 
bulinique (tableau [). Or, cette précipitation ne, présente aucun 
phénomeéne de zone ; tout au plus observe-t-on une ébauche d’opti- 
mum de floculation si on étudie la précipitation euglobulinique 
avec des dilutions variables d’anatoxine (3). 


Tasieau |. — Floculation dans les mélanges d’anatoxine pesteuse 
et de sérum pesteux, ou des fractions globuliniques de ce sérum. 


A 1/10 de centimétre cube de dilutions variables d’anticorps, 
sont ajoutés 0,9 cm* d’anatoxine et la floculation est lue aprés une 
heure de séjour a l’étuve a 37°, suivie d'une heure de séjour a la 
température lu laboratoire. 


DILUTIONS D'ANTICORPS 
NATURE 
de la fraction 


15 | 4/10 1/30 | 4/60 | 1/100 | 1/300 | 4/600 | 1/1.000 


Sérum. . fo ==) 0 0 
te 


Euglobuline I. 


t+ 
Het t 

+ 

“fe 


0 0 0 
d i BP gall Peseta ace et de (a 0 
Euglobuline ILA . 0 0 0 0 0 0 0 
Euglobuline IIB. . ena 0 0 0 0 0 0 
Pseudoglobuline. . | ats 0 0 0 0 0 0 


La superposition d’une précipitalion du type antitoxique a celle 
du type antibactérien rend le phénoméne encore plus net dans le 
cas du sérum de cheval antiglobuline du sérum de pore, d’autant 
plus qu’on peut ensuite analyser le phénoméne : on retrouve 
alors la précipitation du type antitoxique dans la fraction pseudo- 
globulinique a état pur, tandis que la fraction euglobulinique ne 
présente qu’une ébauche de floculation (voir tableau II). 

L’cuglobuline a élé utilisée & une concentration dix fois plus 
élevée que celle du sérum. 


AGGLUTINATIONS SPECIFIQUE, ASPECIFIQUE ET EUGLOBULINE. — A 
plusieurs reprises, des phénoménes de zone ont été également 
décrits au sujet de l’agglutination [44], Ils s’observent, en parti- 
culier, aisément avec les antisérums de lapin; cependant, ils 


(2) Voir plus¢bas la définition des fractions (page 537). 
(3) Cette ébauche d’optimum se traduit, comme Dean et Webbs [40] 
l’ont remarqué, par la présence d’un tube dans lequel la précipitation 


se fait d’emblée en flocons compacts, tout en restant menue dans les 
autres mélanges. 
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dépendent beaucoup de la concentration saline et du pH. Par 
contre, d’une maniére générale, les agglutinations produites par 
les anticorps du cheval apparaissent trés rapidement, et s’étendent 
d’emblée sur une large zone de variations des proportions. Ici 
encore, l’absence du phénoméne de zone est due au fait que les 
agglutinines, évidemment toujours anticorps antibactériens, sont 
euglobuliniques, et d’ailleurs représentées exclusivement par la 
fraction la moins soluble du sérum de cheval (euglobuline I). 


Tasieau Il. — Floculation dans les mélanges : pseudoglobuline du 
serum de porc et antisérum homologue de cheval, ou fractions 
protéidiques obtenues 4 partir de ce sérum. 

A 1/10 de centimetre cube de dilutions variables d’anticorps, on 
ajoute 0,9 cem* de pseudoglobuline de sérum de pore a 0,3 p. 1.000. 
Le premier tube flocule, puis aprés une heure de séjour a la tem- 
pérature du laboratoire, on observe l’aspect définitif du mélange. 
Les euglobulines sont toujours employées 4 une concentration dix 
fois supérieure a celle du sérum de départ. 


DILUTIONS D'ANTICORPS 
1/5 1/10 1/25 1/50 1/75. | 4/100 
STUN ne, ert See dee + ++ +4+44+) +4 0 0 
Pseudoglobuline * 0 a ff+4 0 0 0 
Huglobulme ba - . . 2): +++44/+4+44-})+44++4+ 0 0 0 
Euglobuline ITA. .... ats == 0 0 0 0 
Euglobuline IIB. .... 0 0 0 0 0 0 


Si on prend une série d’immuns¢érums de méme espéce, un pou- 
voir agglutinant n’apparait que si le taux de leuglobuline I est 
augmenté. Nous avons rapporté ci-aprés la composition de quatre 
sérums antipesteux de cheval (tableau IIT). Deux d’entre eux (702 
et 809) ont des taux sensiblement normaux d’euglobuline I (1,2 
et 4,2 p. 1.000) et ne contiennent pas d’agglutinines. Les deux 
autres (639 et 791) ont des taux trés élevés d’euglobuline I. En 
effet, nous trouvons 14,2 et 15,6 p. 1.000 au lieu de 2 environ, 
son taux normal: ces deux sérums agglutinent 4 des dilutions 
élevées. 

Le sérum anti-pesteux 809 illustre combien la relation est 
intime entre l’euglobuline I et le pouvoir agglutinant. En effet, 
ce sérum contient en quantité élevée une autre euglobuline plus 
soluble (euglobuline II A); malgré cela, son pouvoir agglutinant 
est pratiquement nul. 

Deux sérums agglutinants antiméningococciques ont aussi des 
laux trés élevés d’euglobuline I (tableau IIT). 
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Tasteau LI]. — Relation entre la composition 
et l'activité agglutina. te des immunsérun:s de cheval. 


809 . 
702 . 
639 . 
794 


701 Cc. 
781 A. 


NATURE bU SERUM 


Sérums antipesteux : 


Sérums anti-méningococciques : 


EUGLOBULINE I 
(p. 1.000) 


laboratoire. 


EBUGLOBULINE ITA 
(p. 1.000) 


a z 
ms 3 
Q ° 
ee 
hadi :® ~~ 
be eee 
oa | 6S 
SS p 
o a) 
=) mn 
mw i 
0,3 33 
0-8 23 
0,6..'|) 28 
27 
0,8 24,4 
1,6 47 


ACTIVITE 


4/40 
1/10 
4/1.000 
1/5v0 


4/1.000 
4/100 


Le pouvoir agglutinant est exprimé en dilution limite. Les agglutin tions sont lu s 
macroscopiquement aprés deux heures a 37° et deux a trois heures a la température du 


Knfin, comme il fallait s’y altendre, l’activilé agglutinante se 
retrouve uniquement dans les euglobulines, et de facon prépon- 
dérante dans l’euglobuline I (tableau IV). 


¢ 
TasLeau IV. — Activité agglutinante 
de diverses fractions protéidiques d’immunsérums de cheval. 


NATURE DU SERUM 


Méningo. C. 701. 
Méningo. A. 781. 
Pesle 639 . 
Pesle 794 . 


Euglo 
buline I 


—— 


4/700 
4/100 
4/4 000 
1/300 


ACTIVITES 


Euglo- 
buline ITA 


Euglo- 
buline IIB 


< 1/100 
0 


Pseudo- 
globuline 


< 1/100 


Sérum 
EE 


1/1 000 
1/100 
4/1.000 
1/500 


On sail que le sérum normal, & des concentrations relativement 
élevées, agglutine la plupart des bactéries. L’euglobuline I du 
sérum de cheval, amenée & une concentration 


phénoméne d’agglutination aspécifique, dune 


accusée que le sérum total. Donec, il est {rés 
aclivilé soit due encore a l’euglobuline I. 


Ci-aprés est résumé l’un de nos nombreux essais ( 
Parmi les cing souches bactériennes utilisées 


élevée, présente ce 
maniére bien plus 


probable 


en 


que cette 
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TABLEAU V. — Agglutination spécifique et aspécifique 
par leuglobuline I uu sérum antipesteux de cheval. 


DILUTIONS D'ANTICORPS 


1/60 1/100 1/300 1/1 000 


1B. pesteux E V .. 
|B. diphtérique. . | SAF Ra ve +444 


phiyue A « § » 
Sh ee few 0 


souche homologue, seuls ont présenté une agglutination aspé- 
cifique marquée allant jusqu’au 1/100, le staphylocoque doré et 
le paratyphique A « R.», mais le paratyphique A « S » utilisé 
a élé agglutiné aussi de facon notable. 

Les suspensions bactériennes et les dilutions d’euglobuline sont 
faites dans un phosphate tampon N/75 de pH 8 en présence de 
5 p. 1.000 de chlorure de sodium ; le méme tampon ne contenant 
que 3 p. 1.000 de chlorure de sodium a servi a faire ]a suspension 
de Salmonella R. Une trés faible autoagglutination s’observe 
cependant dans ce cas (++ — qui se retrouve également dans le 
témoin). I] s’agit toujours de lagglutination immédiate, lue deux 
heures aprés au maximum. 


FRACTIONNEMENT DU SERUM. — La technique primilivement mise 
en cuvre a élé légérement modifiée et, sous peu, une publication 
paraitra ailleurs a ce sujet [42]. L’euglobuline I est précipitée 
aprés vingt-quatre heures de dialyse du sérum ; puis, celui-ci est 
remis a dialyser pendant trois jours, dilué au 1/4 et amené, A 
Vaide de l’acide acétique dilué, 4 pH 6-6,2: Veuglobuline II A 
précipite. On ajoute encore aux eaux-méres de l’acide acétique 
dilué jusqu’a pH 5,2-5,4 et l’euglobuline II B précipite. La solution 
restante est neutralisée, et les pseudoglobulines sont précipitées 
par 34 p. 100 de sulfate d’ammonium. 


Discussion. — Nous avons montré ci-dessus que, d’une part, 
le caractére « antibactérien » d’une précipitation et V agglutination 
qui en découle directement sont dus 4 la nature euglobulinique de 
Vanticorps antibactérien. D’autre part, un lien rationnel a été 
établi entre la solubilité relativement faible de |’anticorps et son 
caractére opsonisant. 

Il découle de nos publications antérieures que la différence entre 


1/3.000 


++ 
0 
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« endotoxines » et « exotoxines » (4) ne peut pas élre expliquée 
par les constitutions chimiques. Par contre, l’organisme animal 
les sépare facilement en synthétisant des anticorps euglobuliniques 
vis-a-vis des premiéres et des anticorps pseudoglobuliniques vis- 
a-vis des secondes [4, 43]. Ce comportement de l’organisme est 
conforme a la tache qu il doit accomphr: car les exotoxines 
agissent comme des toxiques véritables en diffusant librement dans 
les humeurs, alors que les bactéries qui les sécrétent restent loca- 
lisées & la surface des muqueuses ou dans les détritus cellulaires 
sans jamais envahir l’organisme. Tels sont les bacilles diphtérique, 
iétanique ou dysentérique que Bail a qualifiés de «nécroparasites ». 
Les anticorps doivent, dans ces cas, neutraliser les toxines circu- 
lantes, et ils y arrivent d’autant micux qu’ils sont plus solubles. 

Mais les « endotoxines » rendent surtout virulentes des bacté- 
ries douées de pathogénicité véritable et, partant, dans ce cas 
le réle des anticorps est tout autre, Ici, ils doivent localiser l’infee- 
tion qui tend & progresser el, d’une maniére ou d’une autre, une 
insolubilisation intervient dans leur tache ; c’est la piéce inter- 
médiaire peu soluble de Vagglutination, c’est la piéce intermé- 
diaire de Veffet opsonisant. D’ailleurs, la virulence est liée, trés 
souvent, 4 V’apparilion de capsules. Celles-ci sont formées d’endo- 
loxines cl assurent simultanément la stabilité des suspensions 
aqueuses des bactérics. Nous avons ainsi la différence bien connue 
entre les souches « S » et les souches « R ». C’est dire que l’hydro- 
philie et Dagressivilé sont intimement liées, et que, dans cette 
hydrophilie se manifeste peut-étre le caractére essentiel des endo- 
toxines. Ainsi, nous comprenons aisément pourquoi les anticorps 
antibactériens doivent étre euglobuliniques. 

Certes, les bactéries initialement saprophytes par l’évolution 
phylogénique, sont devenues pathogénes, et la cristallisation de 
diverses fonctions humorales de l’immunité pourrait aussi résulter 
dune telle évolution. Nous avons déja vu que le lapin, animal rela- 
livement primitif, semble construire ses anticorps sur un type 
intermédiaire, plus soluble que les euglobulines, et moins soluble 
que les pseudoglobulines du sérum de cheval. Done, chez lui, la 
fonction antitoxique n’est pas encore séparée de la fonction anti- 
bactérienne. Mais l’organisme du cheval a acquis une supériorité 
sur celui du lapin dans Ja lutte contre V’infection et ici se mani- 
feste indiscutablement la -sélection naturelle. 


(4) Il serait préférable d’appeler les « endotoxines » - antigeénes bacté- 
riens. Tout d’abord, leur toxicité est infiniment plus faible que celle 
des exotoxines. D’autre part, il y a tout licu de croire qu’elles inter- 
viennent principalement dans l’infection en favorisant le développe- 
ment des bactéries parasiles au sein d’organismes élrangers ; c’esl- 


i-dire qu’elles n’agissent en tant que loxiques que d’une maniere 
secondaire [44]. 
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DISPARITION DU BACTERIOPHAGE PAR CULTURE A 45° 


par Rocer LINZ. : 


(Institut Pasteur de Bruczelles.) 


Doerr et Gruninger (1923) ont observé que des bactériophages 
trés actifs 4 37° ne provoquent pas 4 44-45° de lyse des microbes 
sensibles. 

Le « principe faible » de J. Bordet (1925), qui lyse Ja race 
Smooth d’un colibacille, mais non Ja race Rough, se préte bien 
& celle expérience. A 37°, il lyse ce bacille jusqu’a Ja concentra- 
tion de 10-* et se régénére. Au contraire, méme a la concen- 
tration de 10—*, il ne lyse pas ce colibacille lorsque le tube est 
placé au bain-marie a 44-45° ; en outre, il disparait de la culture. 
in effet, une telle culture maintenue quelques jours A 44-45°, 
puis stérilisée par le chloroforme (1) est dépourvue de pouvoir 
lylique (2). Dans un tube témoin, le principe séjournant a 44-45° 
a la méme concentration dans du bouillon non ensemencé, puis 
traité par le chloroforme, conserve toute son activité. En concen- 
tration plus forte (10-7), le principe lyse le bacille coli méme 
a 45°, mais, chose remarquable, sa concentration, au lieu d’aug- 
menter comme elle le ferait A 37°, baisse et tombe au-dessous de 
celle du tube témoin, contenant le principe 4 la méme concentra- 
tion dans du bouillon non ensemencé. 

Les mémes résultats s’observent avec un staphylocoque doré 
(souche H) et son bactériophage. 

Le phénomene observé par Doerr et Gruninger se vérifie moins 
bien avec d’autres principes. Le « principe fort » de J. Bordet 
(1925), actif aussi bien sur la race R que sur la race S du bacille 
coli considéré, ne lyse ni S ni R aA 45° a la concentration 10—. 
mais subsiste. Le « principe faible renforeé » (J. et P. Bordet, 


(1) Au sortir du bain-maric, on verse quelques gouttes de chloroforme 
dans le tube, on agite. On place un bouchon de liege par-dessus le 
houchon de coton. Aprés deux A trois jours a la température du labo- 
ratoire, on décante et on permet au chloroforme de s’évaporer. La 
méthode au chloroforme constitue une méthode de choix, parce qu'elle 
a Vavantage d’arréter net la multiplication microbienne, ef ainsi d’em- 
pécher des phénoménes secondaires de se produire A la température 
du laboratoire, 


(2) Exceptionnellement, il subsiste des traces de principe lytique. 


Cle a ae 
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1941), devenu capable de lyser R, ne lyse ni S ni R a 45° et dis- 
parait lorsqu’une concentration convenable a été utilisée. Dans 
tous ces essais, l’action lytique des liquides stérilisés par le 
chloroforme est titrée sur le colibacille en bouillon dans |’ étuve 
a 387°. 

Le bacille coli S, qui a cra a 45° en présence de principe 
faible, sans se lyser, n’est pas devenu résistant; repiqué en 
bouillon 4 37° et additionné d’une trace de principe frais, il se 
lyse. On verra plus loin que, souvent, repiqué a 37°, il se lyse, 
méme sans addition de principe frais. 

La disparition du principe faible 4 45° ne s’observe que si cer- 
taines conditions sont réalisées + 

1° Il faut que le principe se trouve en présence de microbes 
susceplibles de le régénérer a 37°. — En présence de germes 
insensibles (autres souches de bacille coli, staphylocoque, etc.), 
le principe persiste intact, comme dans du_ bouillon  stérile. 
Cependant, en présence de la race R du bacille coli dont la 


race 5 est sensible, il disparait 4 45° ; mais, bien que cette race R 


ne soit pas elle-méme lysée a 37°, elle régénére le principe a cette 
température (8). 

2° Il faut que le bacille coli S sensible soit vivant et en cours 
de multiplication. — Une culture en bouillon du colibacille S 
a 87° ou 45° (4), est stérilisée par chauffage 4 57° ou par le chlo- 


_ roforme ; on y introduit le principe lytique 4 la concentration 


habituelle, 10-*; on porte au bain-marie 4 44-45° pendant plu- 
sieurs jours, puis on titre le principe : sa concentration n’a pas 
changé. D’autre part, dans une culture en bouillon du bacille coli 
sensible maintenue pendant plusieurs jours a 45°, on introduit le 
principe lytique (concentration 10—*). Le mélange est divisé en 
deux portions, dont l’une reste a 45° et l’autre est portée a l’étuve 
a 37°. Si la culture est assez vieille, il n’y a plus de multiplica- 
tion appréciable des germes, et la concentration du principe a 37° 
n’augmente pas ; dans ce cas, la concentration du principe a 45° 
ne- varie pas non plus. Si, au contraire, les germes ont encore 
pu se multipher, la concentration du principe augmente a 37° ; 
corrélalivement, elle baisse a 45°, parfois au point que le prin- 
cipe n’est plus décelable. 


(8) Deux hypothéses peuvent étre formulées pour expliquer ce fail. 
Ou bien, il persiste quelques individus S$ dans la race R, comme 
E. Renaux l’a autrefois observé (communication personnelle). Ou bien, 
il existe, dans le principe faible, de rares unités lytiques actives sur 
la race R; ce sont d’ailleurs celles-ci qu’on sélectionne probablemen| 
pour obtenir le principe « renforcé ». 

(4) Il ne s’agit pas d’une suspension concentrée comme celles qui 
servent 4 adsorber le principe. 
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Qu’est devenu le principe en présence du microbe sensible 
cultivé a 45° ? ; 

Ensemencons de colibacille ou de staphylocoque du bouillon 
additionné du principe convenable ; portons 4 45°. Aucune lyse 
ne se produit. Aprés deux jours, divisons la culture, au sortir du 
bain-marie, en deux portions. Traitons |’une par le chloroforme 
et éprouvons ensuite son pouvoi lytique : elle se montre inac- 
live. L’autre portion n’est pas traitée par le chloroforme, les 
germes y restent vivants ; tout de suite, ou aprés deux jours, on 
y préléve quelques centimétres cubes qu’on réparlit dans une 
série de tubes de bouillon, 4 raison d’une goutte par tube, et on les 
porte a 37°. Les bouillons se troublent, puis la majorité pré- 
sente une lyse (clarification); cependant, quelques-uns ne se 
lysent pas. 

Pour interpréter ces faits, il faut admettre que le principe bac- 
tcriophage, a 45°, a pu se fixer sur les bactéries et que celles-ci 
sont incapables de se lyser et de le régénérer a cette tempéra- 
ture. Si ]’on tue les bactéries, le principe fixé est perdu; si on 
repique en bouillon a 37°, seules celles qui sont restées viables 
se lysent et régénérent le principe. Les expériences suivantes 
plaident en faveur de cette hypothese. 

Si on abandonne a 45° un tube de bouillon additionné de bac- 

téries sensibles (colibacille ou staphylocoque) et du principe 
lylique correspondant, et si on préléve périodiquement quelques 
goultes dont on ensemence des tubes de bouillon neuf a 87°, on 
s'apergoit que la fréquence de la lyse parmi les cultures-filles 
diminue au fur et A mesure que la culture A 45° vieillit : lorsque 
celle-ci est 4gée de un ou deux jours, environ 9 cultures-filles sur 
10 se lysent ; lorsqu’elle est agée de six a huit jours, 5 a 6 se 
lysent ; plus tard, cette proportion baisse encore. Cette diminu- 
lion n’est-elle pas en relation avec la diminution du nombre des 
bactéries viables ? . 
— On peut empécher ou retarder la lyse bactériophagique en 
introduisant dans le mélange (bouillon + bactéries + principe) 
avant incubation, du sérum désalexiné de lapin anti-microbien 
(Da Costa Cruz, 1924) ou, dans le cas du staphylocoque, de lapin 
normal (5). Si on réalise cet essai a 45° et qu’on tue la culture 
ensuite par du chloroforme, on retrouve le principe lytique intact. 
Voici le détail de cette expérience 

Des tubes de bouillon contenant du bactériophage antistaphy- 
lococcique dilué (10—), soit sans sérum, soit additionnés de sérum 
de lapin normal, soit addilionnés de sérum de Japin anti-staphy- 
locoecique, sont ensemencés de staphylocoque sensible. Deux 


(9) Phénoméne ¢tudié actuellement par M™ Be 


umer (communication 
personnelle), 
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séries de tubes identiques ont été préparées, l'une a 37°, lautre 
a 45°. A 37°, la lyse est retardée par le sérum anti-staphylococ- 
cique et par Je sérum normal. A 45°, aucune lyse n’apparait. 
Apres quatre jours, on verse du chloroforme dans tous les tubes 
des deux séries. Lorsque les bactéries sont tuées et que le chloro- 
forme a été évaporé, on titre le principe contenu dans chacun. 

Dans la série 4 37°, le principe a été régénéré. Dans la série 
a 45°, en Vabsence de sérum, le principe a toltalement disparu, 
comme dhabitude ; en présence de sérum normal ou anti-staphy- 
lococcique, au contraire, il a persisté et sa concentration n’a pas 
diminué de facon appréciable. 

Tout se passe donc comme si le sérum empéchait 4 45° la fixa- 
tion du principe lytique, qui, ears libre, se retrouverait intact 
aprés la mort des bacléries. Si, & 37°, la ly se finit par avoir leu 
malgré le sérum, ce serait parce que la multiplication micro- 
bienne, plus marquée 4 37° qua 45°, aurait épuisé l’activité du 
sérum et que la fixation et la régénération du bactériophage 
auraient alors pu se faire. 


CoNCLUSIONS. 


Des principes bactériophagiques actifs & 37° sont inactifs a 45°, 
comme Doerr et Gruninger (1923) Pont observé. Certains dispa- 
raissent a cette température. La disparition ne s’observe qu’en 
présence de microbes susceptibles de régénérer les principes a 
37°, et seulement lorsque ces microbes sont en cours de multi- 
plication. 

I] est probable que Ja disparition 4 45° est due 4 la fixation sur 
les bactéries. 

Si on permet aux bactéries chargées de principe a 45° de se 
multiplier 4 37°, on peut mettre en évidence du principe actif. 

En présence de sérum inhibant la lyse bactériophagique, les 
cultures a 45° addilionnées de principe ne se lysent pas, mais le 
principe se relrouve intact. 
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LYSE CHLOROFORMIQUE ET ANTIGENE SOMATIQUE 


par Rocer LINZ. 


(Institut Pasteur de Brucelles.) 


Burgers, Schermann et Schreiber (1912) ont montré que le 
chloroforme lyse les bactéries. Sturdza (1938), éludiant le cas du 
pneumocoque, pense que cette lyse résulte de l’aclion des autoly- 
sines, respeclées par le chloroforme, sur les bactéries tuées. 

Boivin et ses collaborateurs (1942) ont recommandé |’addition 
de chloroforme 4 des suspensions de bacilles 4 Gram négatif pour 
favoriser leur « autolyse ». Ils fractionnent ensuite le liquide de 
macération et l’étudient soigneusement au point de vue chimique. 
Mais ils limitent leurs recherches a ce liquide d’« autolyse ». 

Cependant, il paraissait intéressant d’examiner les corps bacté- 
riens apres l’action du chloroforme. En effet, utilisant dés 1937 
le chloroforme pour tuer des cultures sur bouillon gélosé (1), 
jai été frappé par le changement d’aspect de ces cultures. II 
s’agissait de bacilles 4 Gram négatif de race « Smooth », dont les 
cultures jeunes sur gélose 4 37° irisent, comme il est bien connu, 
la lumiére blanche ; la race « Rough », au contraire, ne présente 
pas semblable irisation et est terne. Or, sous l’effet des vapeurs 
de chloroforme, les cultures S$ perdent leur irisation et prennent 
aspect terne des cultures RX. Les vapeurs de toluéne ont le méme 
effet. 

Que devient, dans ces conditions, l’antigéne O caractéristique 
de Ja forme S ? Disparait-il en méme temps que l’aspect des cul- 
lures change ? Des recherches furent entreprises pour élucider 
ce point. 

Il fallait, tout d’abord, essayer d’extraire LVantigene O des 
microbes traités. 

_ Une culture sur gélose de bacilles 4 Gram négatif, de race S, 
isant la lumiére, est traitée par les vapeurs de chloroforme jus- 
qu’ disparition de Virisation. Cette cullure, en méme temps 
qu'une culture témoin, non traitée, irisée, est émulsionnée dans 
de In solution salée physiologique (solution de NaCl a 7,5 p- 1.000). 


(1) Quelques gouttes de chloroforme sont versées sur le colton qui 
bouche le tube ou la boite de Roux ; un bouchon de lidge est enfoncé 


par-dessus. On place quelques heures 4 18° ou bien une demi-heure 
4 trois heures A 879, 
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Les émulsions sont centrifugées, et les culots microbiens lavés 
plusieurs fois dans de la solution physiologique. Puis, les culots 
“aes ee sont mis en suspension dans de leau distillée el 
soumis a la méthode classique d’extraction a lacide trichloracé- 
tique de Boivin et Mesrobeanu (1933). Or, l’acide trichloracétique 
agelutine violemment les microbes chloroformés, alors qwil ne 
modifie pas les suspensions de microbes témoins. Lorsque, aprés 
Pextraction a Ja glaciére, les suspensions sont centrifugées et 
les liquides surnageants sont neutralisés, V'extrait des microbes 
témoins est opalescent et riche en antigene somatique précipitable 
per un immunsérum  spécifique, tandis que celui des microbes 

iraités par le chloroforme est absolument limpide et n’est pas pré- 
eipilé par limmunsérum. 

Une premiére conclusion s’impose donc : en méme temps qu’ils 
perdent Virisation, les microbes traités par Je chloroforme perdent 
leur aptitude a fournir de l’antigéne O par extraction trichlor- 
acélique. Ils se comportent, a ces “deux points de vue, comme des 
germes R. 

Il est intéressant de rappeler, a ce sujet, les neichos de 
P. Bordet (1941). Un colibacille « Smooth », qui donne, sur gélose 
1 37°, des cultures irisant fortement la lumiére, ne présente aucune 
irisation lorsqu’on le cultive a Ja température du_laboratoire. 
Parallélement, les cultures a 37° livrent a l’extraction trichloracé- 
tique un abondant anligéne O, alors que les cultures 4 la tempé- 
rature du laboratoire n’en livrent point. 

Le toluene a le mémeé effet que le chloroforme. 

Au lieu de faire agir sur la culture sur gélose le chloroforme 
ou le toluéne a |’état de vapeur, il est plus commode de suspendre 
la couche microbienne dans de la solution salée physiologique et 
dy verser quelques gouttes de chloroforme ou de toluéne ; on 
houche au liége et porte une a trois heures 4 l’étuve 4 37°. Puis 


on décante. et abandonne la suspension microbienne a la tempé- 


rature du laboraloire jusqu’a disparition de Podeur de chloroforme 
ou de toluéne. 

L’effet du chloroforme ou du toluéne ne se limite pas aux 
bacilles 4 Gram négatif S qui irisent la lumiére blanche, 

En effet, traitons par le chloroforme une culture de Salmonella 
xrtrycke S, par exemple. Ce germe est riche en antigéne O, mais 
sa culture n’irise pas la Jumiére. L’acide trichloracélique agglutine 
la suspension « chloroformée » et n’en extrait pas d’antigéne O. 

Le chloroforme n’a aucune action directe sur l’antigéne O. En 
effet, un extrait trichloracétique renfermant de |’antigéne O amené 
a pH 7 a 8, ou le méme extrait purifié (précipilé alcoolique redis- 
sous dans de |’eau distillée) peuvent étre agités avec du chloro- 
forme sans perdre leurs propriétés caractéristiques. 

Si on examine la solution salée physiologique ott les microbes 
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trailés par le chloroforme ou le toluéne ont macéré, on constate, 
aprés centrifugation énergique, qu’elle est fortement opalescente ; 
or, la solution ott ont macéré les microbes témoins, non traités 
par le chloroforme, est restée limpide. Centrifugé et additionné 
de sérum anti-microbien spécifique, le liquide de macération des | 
microbes « chloroformés » fournit un abondant précipité ; aprés 
celte- précipitation, il a perdu son opalescence ; au contraire, le 
liquide de macération des microbes non traités ne précipite pas 
ou guére dans ces conditions. 

La solution physiologique a donc extrait des microbes « chloro- 
formés » des matériaux que nous désignerons sous le nom de 
substance opalescente et qui sont floculés par le sérum  anti- 
microbien. Celte floculation est spécifique : elle ne se produit pas 
avec un sérum anti-microbien hétérologue. 

La « substance opalescente » ne sédimente pas par centrifuga- 
tion a 6.000 lours-minute, mais n’est pas filtrable sur bougie 
Chamberland L3. Elle est précipitée par les acides. Le précipité 
ainsi obtenu est trés soluble dans de l’eau salée bicarbonatée 
(pH 7,5 a 8,0). La précipitation par un acide et la mise en solution 
du précipilé dans de l’eau salée et bicarbonatée permettent de Ja 
concentrer dix a vingt fois, tout en lui conservant ses propriétés 
floculantes pour l’immunsérum homologue. La substance opales- 
cente précipite également par addilion d’alcool ou d’acétone, La 
conservation, méme a la glaciére a 4°, diminue la stabilité de ses 
solutions : celles-ci floculent de plus en plus facilement. par 
limunsérum et finissent, apres plusieurs semaines, par précipi- 
ter spontanément. 

La race R des bactéries dont la race S fournit la substance 
opalescente aprés traitement par le chloroforme ou le toluol, n’en 
livre pas aprés le méme trailement. 

Le chauffage a 57° ou, mieux, A 80° ou 100°, des suspensions 
de microbes S intacts, imprime a ceux-ci une modification ana- 
logue a celle provoquée par Je chloroforme ; effet est, cependant, 
moins marqué : l’extrait trichloracétique des microbes chauffé 
est peu ou pas opalescent, les eaux de lavage sont opalescentes 
et floculent les immunsérums. 

La toxicité des extraits aqueux des microbes « Smooth » chlo- 
roformés n’a été recherchée que dans le cas d’un colibacille. 
L’extrait a été précipité par l’acide trichloracétique et le précipité 
redissous dans un volume réduit de solution alcaline ; cette solu- 
ion, injectée dans la jugulaire d’un cobaye, provoque de Phypo- 
thermie et du malaise pendant quelques jours. 

Apres traitement par le chloroforme, les microbes cédent la 
Tiaras opalescente 4 des portions successives de la solution 
INVSIOIOg > H O j . 

Peers cutce ee ene, ils perdent 40 4 50 p. 100 de 
S apres S a qualre extractions. 
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Bien qu'elle flocule les immunsérums spécifiques comme le 
fait Pantigene O, la substance opalescente extraite des microbes 
chloroformés par simple macération dans de la solution salée 
ne peut étre idenlique 4 l’antigene O : Vantigéne O est soluble 
dans Vacide trichloracétique, et les solutions de la substance opa- 
lescente sont précipitées par cet acide. 

Lorsqu’on verse de l’acide trichloracétique dans une suspension 
de microbes « chloroformés » qui ont laissé diffuser dans le milieu 
ambiant de la substance opalescente, Vagglutination des microbes 
peut étre due a la précipitation de cette substance par lacide. 
Est-ce a cette cause mécanique uniquement qu’est da l’échec de 
Vextraction de l’antigene O par l’acide trichloracétique ? Ou bien 
Pantigéne O a-til vraiment disparu? L’expérience suivante 
répondra a cette question. 

Des cultures de Salmonella xrtrycke non traitées et d’autres 
« chloroformées » sont soumises au procédé d’exiraction de 
Besredka pour les endotoxines ; récolte des microbes, dessiccation, 
broyage avec des cristaux de chlorure de sodium, addition pro- 
gressive d’eau distillée, centrifugation (Besredka, 1906). Les deux 
extraits sont opalescents; mais, tandis que le sérum_ anti-S. 
zrtrycke flagellaire les précipite abondamment tous deux, le sérum 
anti-O pur précipite fortement l’extrait de bactéries « normales » 
et faiblement l’extrait de bactéries « chloroformées ». 

A chacun des deux extraits mélangeons volume égal d’acide 
trichloracéltique a 10 p. 100; d’abondants précipités se forment. 
Centrifugeons et séparons les liquides surnageants des précipités. 

Les liquides surnageants (fractions solubles dans l’acide tri- 
chloracétique) sont neutralisés par une solution alcaline. 

Les précipités sont lavés dans. une solution d’acide trichloracé- 
tique a 5 p. 100, puis additionnés d’un volume réduit d’eau salée 
alcalinisée (pH 7,5 a 8,0). Le précipité de l’extrait des microbes 
témoins, non « chloroformés », ne se dissout que particllement ; 
aprés quelques heures de macération a la température du labo- 
ratoire, on centrifuge et le liquide surnageant est décanté et seul 
conservé ; c’est une liqueur presque limpide. Le précipité de 
Vextrait des microbes « chloroformés » se dissout complétement 
en communiquant une opalescence marquée a la liqueur. Ces 
deux liqueurs contiennent la fraction insoluble dans l’acide tri- 
chloracétique. 

Les fractions soluble et insoluble dans l’acide trichloracétique 
de chaque extrait sont alors éprouvées par du sérum de lapin 
anti- S. wrtrycke O. Dans le cas des bactéries témoins, la frac- 
tion soluble a conservé toute la propriété floculante de extrait 
total, tandis que la fraction insoluble réagit 4 peine. Dans le cas 
des bactéries « chloroformées », c’est le contraire : Ja fraction 
soluble ne flocule pas, la fraction insoluble flocule. 
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Ces résultats sont résumés dans le tableau suivant : 


LS 


PRECIPITATION 


OPALESCENCE pace 
le sérum anti-O 


S. aertrycke témoin : 


Extrait total ‘ cas 
Fraction soluble dans l'acide trichlo- 


etacts 
FACOUGUOM ksi Fu aN. an use ome: ++ 
Fraction insoluble dans l’acide trichlo- 
PACCUGUE. Vo eltidch «Mat vein sis Presque 0. 
S. aertryche chloroformé : : 


Extrait total. . . BAN ives: hate She ees 
Fraction soluble dans |'acide trichlo- 
racétique . 
Fraction inso 
racétique . 


Ainsi done, sous l’action du chloroforme, l’antigéne O a dis- 
paru des corps microbiens. La substance opalescente extractible 
des bactéries « chloroformées » par eau nait-elle aux dépens de 
lantigene O? On est tenté de le croire en constatant qu'elle 
n’apparait que lorsque l’antigéne O disparait. Cependant, en uti- 
lisant un germe flagellé tel que S. awrtrycke, on voit que les eaux 
de lavage du microbe « chloroformé » réagissent peu ou ne 
réagissent. pas du tout avec un sérum anti-O pur, obtenu en 
immunisant un lapin au moyen de suspensions microbiennes 
chauffées & 100°, mais que ces mémes eaux floculent fortement 
avec le sérum anti-OH, obtenu en immunisant au moyen de sus- 
pensions de microbes vivants non trailés. C’est 14 un fait sur 
lequel je me propose de revenir dans une note prochaine. Il n’y 
a done pas de parenté nette entre l’antigéne O et la substance 
opalescente. 

Selon Vassiliadis et Chawarby (1938), des suspensions de 
bacilles typhiques, de B. paratyphiques, de B. d’Aertrycke, ete., 
secouées avec du chloroforme, perdent leur agglutinabilité O et 
conservent leur agglutinabilité H. Répétant cette expérience avec 
S. ertrycke, je n’ai pu confirmer leurs résultats. 

Le sérum d’un lapin immunisé avec des suspensions d’E. coli 
Smooth « chloroformé », qui agglutine fortement ces suspen- 
sions, ne précipite pas l’extrait trichloracétique des microbes nor- 
maux ou chauffés trente minutes a 57°; il n’agglutine pas la 
race R. 

A quoi faut-il altribuer action du chloroforme sur les bacilles 
a Gram négatif ? A une autolyse ? Je n’ai pu mettre en évidence 
d’autolysines dans les solutions salées ot avaient macéré E. coli, 
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Shig. dysenteriae Strong ou S. xrtrycke aprés traitement par Je 
chloroforme. En tous cas, il ne s’agit pas ici, comme dans les 
expériences de Sturdza (1938), d’une autolyse favorisée par la 
mort des cellules. Sturdza dit, en effet, que « le réle du chlo- 
roforme serait de tuer le germe, sans allérer |’enzyme ». 

Or, ainsi que |’expérience suivaite va le montrer, des bacilles 
a Gram négatif tués par le formol, restent sensibles & |’action du 
chloroforme sur lantigéne O. 

Tuons une suspension de E. coli ou de S. xrtrycke par du 
formol a4 1 ou 2 p. 100. Puis centrifugeons, lavons et extrayons 
Pantigéne O éventuel suivant la méthode de Boivin et Mesro- 
beanu (1933). Les extraits sont riches en antigéne O bien flocu- 
lable par les immunsérums et les eaux de lavage des germes sont 
restées limpides et ne précipitent pas ces sérums. 

Si, au contraire, les suspensions formolées ou les bactéries 
sont mortes, sont traitées par du chloroforme, on retrouve les 
phénomeénes décrits ci-dessus : extraits trichloracétiques limpides 
et non floculables par les immunsérums, eaux de lavage riches en 
substance opalescente floculable par ces sérums. 

Dubos (1937) avait montré que le formol trés dilué tue le pneu- 
mocoque et respecte son enzyme, hatant ainsi sa lyse; plus 
concentré (plus de 0,2 p. 100), il inactive les enzymes également 
et empéche ainsi la lyse. 

Dans l’expérience présente, le formol a été utilisé en concen- 
tration forte (1 4 2 p. 100), afin de tuer rapidement les microbes. 
A aucun moment ceux-ci n'ont présenté d’autolyse. Hs sont néan- 
moins restés sensibles 4 laction du chloroforme. 

La mort des bactéries ne suffit done pas 4 provoquer l’altéra- 
tion de Vantigene O; elle n’empéche pas, par ailleurs, que 
celle-ci se produise sous leffet du chloroforme. 

Le chloroforme ou le toluéne ne sont pas les seuls agents 
capables de provoquer la modification étudiée de l’antigéne O. 
Un bactérrophage qui, Jui aussi, rend terne une culture irisée, 
peut Ja provoquer. 

Le colibacille S trés irisé utilisé dans beaucoup des expé- 
riences précédentes, est sensible 4 un principe bactériophage, 
nommé faible par J. Bordet (1925). Ce principe produit, sur 
bouillon gélosé, des plages vierges entourées d’un Jarge halo non 
irisé, qui, on le sait, est constitué cependant par des germes 
Smooth. Plus iard, les plages vierges se recouvrent de résistants 
Rough. En choisissant une concentration du principe faible et 
un temps d’incubation convenables, on peut obtenir des cultures 
sur gélose ott les halos confluent, de sorte qu’il n’y ait plus de 
zones irisées, et ot les plages nues ne sont pas encore envahies 


par les résistants. 
Emulsionnons une pareille culture dans de Ja solution salée 
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physiologique. Lavons, puis extrayons les microbes par lacide 
trichloracétique. Ils réagissent comme s’ils avaient été traités par 
le chloroforme : l’acide trichloracétique les agglutine et n’extrait 
pas d’antigéne O; les eaux de lavage sont opalescentes et préci- 
pitables par Vacide trichloracélique ; le précipilé, redissous dans 
un volume réduit de solution alcaline, flocule fortement le sérum 
anti-colibacille S. 

On obtient les mémes résullals en remplagant le principe faible 
par le principe faible « renforcé », capable de lyser la forme R 
et conservant la propriété de former des halos sur S (J. et 
P. Bordet, 1941). 

Au leu de faire agir le principe faible sur E. coli S en voie de 
croissance, mélons-le & des suspensions en solution physiolo- 
gique, de cullures de vingt-quatre heures. Dans ce cas, lanti- 
géne O reste extractible par l’acide trichloracétique et les eaux 
de lavage ne contiennent pas de substance opalescente. La pré- 
sence de principe ne suffit done pas a altérer l’antigene O : il faut 
que les bactéries aient subi des modifications. 


Conelusions. 


1° Des bacilles & Gram négatif « Smooth », riches en anti- 
gene O, soumis a Vaction du chloroforme ou du toluene, ne 
cédent pas d’antige¢ne O a extraction trichloracétique. En méme 
temps, ceux de ces bacilles dont Ja culture sur bouillon gélosé 
irise la lumiére blanche, perdent cette propricté. 

2° Les baeilles trailés par le chloroforme ou le toluene laissent 
diffuser dans la solution salée physiologique, une « substance 
opalescente » floculable par les immunsérums homologues. 

3° Les propriétés de cette substance la différencient de ’anti- 
gséne ©). 

4° Un extrait total des microbes trailés par le chloroforme, pré- 
paré selon la technique de. Besredka, ne contient pas d’anti- 
gene O. Donc, celui-ci disparait sous Vinfluence du chloroforme. 

5° Le formol, qui tue les microbes, ne modifie pas lantigéene O ; 
le chloroforme agissant sur les microbes formolés provoque la 
modification. 

6° Les microbes constituant le halo terne da a V’action dun 
bactériophage sur un colibacille irisé, ne renferment pas danti- 
gene O. Comme les microbes « chloroformés », ils laissent dif- 
fuser dans eau une « substance opalescente », floculable par le 
serum anli-microbien homologue. 
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LES LEPTOSPIRES AQUICOLES 
ET LEUR CONSTITUTION ANTIGENIQUE 


par B. BABUDIERI et 1. ARCHETTL. 


(Laboratoire de. Baclériologte, 
Inslitul supérieur de la Santé, Rome.) 


Depuis que Wolbach et Binger [4] ont observé pour la premicre 
fois, en 1914, dans Veau de marécages, pres de Boston, les Lep- 
lospires aquicoles, quwils dénommeérent Spirochaela biflexa, 1a 
question a été trés ¢ludiée et de nombreuses recherches ont Cle 
effectuées. 

Peu de temps aprés, Inada et Ido au Japon, Uhlenhuth en 
Europe, découvrirent lagent ¢liologique de la maladie de Weil 
et immeédiatement se posa le probleme de la parenté entre les 
souches aquicoles et les souches pathogénes. Les auteurs se parla- 
eérent en deux camps : dune part, ceux qui soutenaient quail y a 
une identité complete entre les deux types de Leplospires, dautre 
part ceux qui, au contraire, Jes lenaient comme bien distinets 
et disaient méme qu’il était impossible de dilférencier les deux 
types du point de vue morphologique ; ils sont toutefois génolypi- 
quement différents et n’ont pas la possibilité de se transformer 
Pun en Vautre. Quant a Ja sérologie, presque tous les auleurs 
s’accordent & reconnaitre que les Leptospires aquicoles sont tout 
a fait différents des Leptospires pathogénes ; toutefois, landis que 
pour quelques auteurs ces caracléres sont fixes et invariables, pour 
@autres auteurs ils changeraient facilement, de telle facon que 
ces caracléres ne pourraient ¢lre considérés comme une donnée 
importante pour la classification, 

Pour tout ce qui est morphologic, biologie, isolement et culture 
des souches aquicoles, nous renvoyons aux nombreux travaux qui 
existent déja sur la question el nous commencons tout de suite A 
trailer Je probléme qui nous intéresse. 

Comme nous lavons déja dit auparavant, les souches aquicoles 
sont trés différentes, par leurs caractéres sérologiques, des souches 
pathogénes. Mais elles different aussi entre elles, de sorte que tous 
ceux qui ont éludié le sujet souliennent qu il n’est pas possible 
de chercher a faire un groupement queleonque ou une elassifica- 
lion Wdapres ce crilére, D’aprés ‘quelques auteurs, les variélés 
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sérologiques de Leptospires aquicoles seraient presque. infinies 
(Uhlenhuth |2)). 

Si toutefois nous considérons d’un peu plus prés les résultats 
obtenus dans ces recherches, nous voyons que l’on a trouvé une 
certaine affinité et méme une identité entre diverses souches de 
Leptospires, au moins dans quelques cas. Zimmermann [8], étu- 
diant 15 souches aquicoles, en trouve 3 qui sont sérologiquement 
trés proches (Amsterdam, Leiden, A.). Bessemans. et Thiry [4], 
appliquant la technique de la lyse, trouvent que les 4 souches étu- 
diées sont identiques. Ce résultat a été confirmé plus tard par 
Thiry [5], qui démontra une certaine affinité sérologique entre 
3 souches (Lierre, Hatrival, Ottignies). Kitaoka [6], employant 
plusieurs techniques -immunologiques (agglutination, inhibition 
eroisée de la croissance en sérum immun, phénoméne de Riecken- 
berg, épreuve de Pfeiffer), trouve que les deux souches aquicoles 
étudiées (Z' et Z®) sont a peu prés identiques. A. Bessemans et 
ses collaborateurs [7], éludiant 7 souches aquicoles, démontrent 
~quwil y a une ébauche d’identité entre trois d’entre elles (Wa Z, 
Wa Leiden et Wa 7) et qu'une souche provenant de Tokio montre 
une certaine affinité avec une souche isolée a Fribourg. Au con- 
traire Shiga [8], Uhlenhuth et Grossmann [9], Schiiffner et Moch- 
tar [10], Shiozawa [44], Uhlenhuth [2], ne trouvent pas une affi- 
nité queleonque entre les souches qu ils ont étudiées. 

D’aprés ce bref exposé, on voit que les recherches qui ont été 
conduiles dans ce domaine n’ont pas. été nombreuses et que les 
résultats oblenus ne permettent pas encore de résoudre le pro- 
bléme. 


RECHERCHES ORIGINALES. — Nous nous sommes proposé de 
comparer sérologiquement entre elles un grand nombre de souches 
aquicoles, de voir sil était possible d’ébaucher un groupement 
et une classification. 

Nous avions déja, dans notre collection, 4 souches aquicoles, 
eest-a-dire : « Wa Z » isolée aux Pays-Bas, qui nous a été 
envoyée par Schiiffner ; L. biflera, de Institut Lister de Londres ; 
« Vinzent », isolée a Paris, qui nous a été envoyée par I’Institut 
Pasteur, et la souche « Parapatan » qui nous a été envoyée par 
Sardjito, de Vile de Java. 

A ces 4 souches nous en avons adjoint 30 autres, isolées par 
nous en culture pure, c’est-a-dire : « AM 1B », « AM ID », 
« AM 2 », « AM 3», « AM 6», « es 8», « AM 9 », « AM 12 », 
« AM 13 », « AM 16 », « AM 17> AM 20 », toutes isolées de 
Peau potable de la ville de Rome ; « ee ies 1 » et « Peschiera 
3 » isolées du nouvel aqueduc de Rome qui est encore en cons- 
{ruction ; « Aurisina » isolée de l’eau potable de Trieste ; « Nomen- 
tano.», « Tiburtino 1 », « Tiburtino 2 », « Isola Sacra 1 », « Isola 
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Sacra 2 », « Fons », « Chiavieone », Dindio », isolées d’eaux 
courantes ct marécageuses de la campagne romaine ; « Patoc 1 » 
el « Patoc 2 », isolées d’un ruisseau des environs de Trieste ; 
« AR 14 », « AR 17 », « AR 18 », « ZA », isolées &4 Rome de 
récipients contenant de l’eau-; « Spalato mare » isolée de Veau 
de mer du port de Spalato. 

Pour oblenir les souches en cullure pure nous avons cullivé 
quelques centimétres cubes de Veau étudiée sur le milieu de 
Zuelzer, dans des boites de Petri. Quand Ja culture élait suffisam- 
ment développée, nous lavions la surface avec une cerlainme quan- 
ité d’eau du robinet stérile et la suspension ainsi oblenue élait 
filtrée sur un fillre Seitz EX, sous une dépression d’environ 65 em. 
Nous ajoutions au filtrat une petite quantilé de sérum stérile de 
lapin, puis le liquide était réparli entre 4-5 tubes qui étaient mis a 
Véluve & 28°. Apres peu de jours nous oblenions presque toujours 
dabondantes cultures de Leptospires, non contaminées par des 
bactéries. 

I] faut remarquer que Von peut isoler de la méme conduite non 
seulement, comme l’avait déji observé Uhlenhuth [2], des leptos- 
pires de divers types sérologiques, mais qu’on peut trouver aussi, 
dans le méme liquide filtré sur Seitz, des leptospires de divers 
tvpes. De cette fagon nous avons cullivé, avee un seul filtrat dune 
culture oblenue de l’eau potable, dans 4 tubes le méme type de 
leptospire (AM 1B), tandis que dans le 5° tube il y en avail un 
tout a fait différent (AM 1D). La possibilité d’obtenir dans une 
méme culture plusieurs types sérologiques de leplospires dont 
"un peul, dans les passages successifs, prédominer sur les autres, 
doit bien rester présente a Vesprit de ceux qui ont déerit des 
modifications sérologiques survenues dans quelques cultures de 
leplospires. 

Nous avons préparé, avec 22 de nos souches, du sérum immun 
de Japin. A ces sérums nous en avons adjoint un, anti-iclero- 
haemorrhagiae, el avec ces 23 sérums nous avons élabli le titre 
dagglulination de toutes nos souches et d’une souche de L. iclero- 
haemorrhagiae. Les agglutinations ont été faites dans des pelils 
lubes, suivant la technique habituelle et les résultats ont élé lus 
apres deux heures d’étuve. Nous sommes partis d’une dilution a 
1/100, parce quwil nous a paru inutile el méme dangereux, étant 
donné Je titre plutot élevé de nos sérums, de descendre a des 
dilutions plus basses qui auraient donné des résultats trop diffi- 
ciles a interpréter. Contrairement aux affirmations de Bessemans 
et de Thiry [4], nous n’avons jamais constalé, dans les tubes 
(moins, que le sérum de lapins normaux pouvait agelutiner les 
leplospires, du moins a Ja dilution de 1/100. 

Les résultats de toules ces épreuves sont exposés dans le 
lableau I, dans lequel est aussi indiqué le titre maximum auquel 
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NOTE - Les fractions marquées dans les colonnes indiquent a quelle fraction du titre originel Vagglutination se produit encore, Le signe -+ indique que l’agglu- 


tination se produit encore, mais qu’il n’a pas 6té6 possible de déterminer son titre limite. ’ : , 
Les souches: AMjD; AM,; AMy,; Chiavicone, ont 6t6 perdues avant que les expériences préyues soient terminées, 
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le phénoméne de Vagglutination ou de la lyse existe encore. 
Presque toutes les épreuves ont été répétées une seconde fois, 
pour une. plus grande sécurité, aprés. quelques mois ou méme 
quelques. années. De cette facon nous avons pu constater que 
pendant une. période, qui peut durer jusqu’a cing ans, les carac- 
léristiques sérologiques des divers types n’ont pas montré de 
modifications. appréciables. 

Avant de discuter les résultats exposés dans le tableau, il est 
nécessaire que nous présentions quelques considérations. 

1° Il est évident quil y a entre quelques-unes des souches 
étudiées d’étroits rapports sérologiques, tandis que d’autres sont 
tout a fait indépendantes. Dans Vévaluation de l’affinité i] ne faut 
pas tenir compte des agglutinations obtenues & un titre trés bas, 
ou du moins il ne faut leur donner qu'une tres petite importance 
parce qu’elles n’ont évidemment pas une grande valeur. Il faut 
toutefois donner une importance plus certaine 4 celles obtenues 
a un titre relativement faible (1/1.000 du titre) mais avec des 
sérums a titre trés élevé et cela parce quil est bien connu qu’en 
augmentant le titre d’un sérum, les agglutinines et les coagglu- 
{imines n’augmentent pas proportionnellement, mais les premiéres 
dépassent les secondes. 

2° Quelquefois des souches hétérologues ont ¢lé agglutinées a 
un titre plus haut que celui de la souche avec laquelle le sérum 
a été préparé. On sait qu'un tel phénomeéene n’est pas trés rare 
parmi les Leptospires. En effet, pour les souches pathogénes, 31 
a déja été observé par Schiiffner (42), Paéz [43], par Babudieri et 
Bianchi [44]; pour les souches aquicoles, par Thiry [5] et par 
Zimmermann [3]. 

3° Parfois, on observe un élrange phénoméne : agglutination 
croisée n’a pas lieu dans Jes deux sens, c’est-a-dire que, si le 
sérum préparé avec la souche A agglutine Ja souche B, au 
contraire le sérum préparé avec Ja souche B n’agglutine pas la 
souche A. Avec nos scuches on observe cela, par exemple, entre 
« AR 17 » et « WA Z » ou entre « AM 3 » et « Tiburtino 1 ». 
Cet étrange phénomeéne a élé signalé par Babudieri [45] dans les 
agglutinations croisées entre L. ictero-haemorrhagizx ct lL. pomona 
faites avec des sérums humains. Tandis que le sérum préparé 
avee Ja seconde souche agglutine la premiere, le contraire n’a 
pas licu. Si l’on observe le tableau qui accompagne le travail de 
Thiry [5], on voit qu’il a obtenu les mémes résultats, par exemple 
entre les souches « Hatrival » et « Ottignies », bien que Pauteur 
naif pas attiré Pattention sur ce phénomene. 

Il est trés difficile d’expliquer ce fait : la réactivité de animal 
avec lequel on prépare Je sérum agglutinant nest peul-étre pas 
étrangere 4 ce phénomeéne. En effet, Babudieri [45] a noté, en 
ee qui concerne le comportement particulier du sérum humain 
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anti-pomona avec L. ictero-haemorrhagix, dont nous avons parle 
plus haut, que si, au contraire, on utilise du sérum de lapin, 
Pageglutination para-spécifique avec L. iclero-haemorrhagiex n'a 
pas lieu. En tous cas, méme si le type de Vanimal donneur du 
sérum a une importance quelconque dans ce fait, il est tout a fait 
indubitable que quelques antigénes leplospiriens ont une consti- 
tution spéciale ou quils sont incomplets d'une facgon toute parti- 
culiére, 

En effet, si nous admettons que Je sérum anti-A aggluline aussi 
le type B, tandis que le sérum anti-B n’aggluline pas le type A, 
nous pouvons expliquer ce comportement de deux facons : nous 
pouvons admettre que le type B contient, outre son anligéne B 


spécifique, un antigene incomplet — A — capable de réagir 
in vilro avec le sérum anti-A, incapable au contraire de pro- 
voquer in vivo la formation d’anticorps — A —. Selon une telle 


hypothése, i] s’agirait d'un antigéne du type des hapténes. Par 
contre, nous pouvons imaginer que, tandis que le type B content 
un seul antigéne, B, le type A contient aussi, oulre son antigéne 
spécifique, un anligéne incomplet b, capable de provoquer 
in vivo, la formation d@agelutinines, incapable, au contraire, de 
réagir in vitro avec Je sérum anti-B. Des deux hypotheses, Ja 
premiére parail la plus vraisemblable parce qu'elle suppose 
existence d’antigénes incomplets qu’on peut classer dans une 
catégorie déja connue (hapténes) et parce qu'elle explique plus 
simplement le fait que de deux souches tres semblables, A et B. 
Pune est agglutinée par le sérum préparé avee une troisiéme 
souche qui n’est pas agelulinable par les sérums A et By, et Vautre 
ne lest pas ou seulement dans une faible mesure (par exemple 
sérum anli-Tiburlino 1 avec les souches « Wa Z » ct « AM 17»). 
En effet, dans un tel cas, il est plus facile d’admettre que, parmi 
les deux souches semblables, une seule contienne sous une forme 
« haplénosimile » lantigene propre de la troisiéme souche, plutot 
que de penser que la troisidéme souche possede un anligene incom- 
plet, qui agit ‘seulement in vivo et non in vitro, qui correspon 
4 un anligéne complet possédé par une seule des deux souches 
semblables et qui n’est pas mis en évidence par aucune des autres 
épreuves d'agelulination effectuées avec cetle souche, Naturel- 
lement les deux souches semblables devraient, sclon celle hy po- 
thése, posséder encore un antig¢ne commun. , 

Nous avons cru lout a fait nécessaire de controler expérimen- 
talement laquelle des deux hypotheses était vraie, Nous avons 
done fait les épreuves d’absorption des agglutinines, selon la 
technique proposée par Bohlander et Schiilfner [46]. Avee ees 
épreuves nous nous sommes aussi proposé de pénélrer plus pro- 
fondément dans la nature des liens sérologiques existant parm 
les diverses souches de Leptospires. 


(nae, 
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Nous avons considéré en premier lieu les souches « AR 17 », 
«AM38» et «WaZ», dont nous donnons ici, pour faciliter la 
comparaison, les liens sérologiques. 


SERUMS 
a a ee 
AR 17 AM 3 Wa Z 
SOWCHOSPARMREMEA eo) S.qcri o/s iy 1/5 0 
MISS Sites Ft oe Sealy fi; Hb 0 
WEAG Lie Sh ese 1/3 4/2.500 dh 


Nous avons saluré le sérum anli- « AR 17 » avec la souche 
semblable « AM 3 ». Le sérum, traité de cette facon, n’agglutine 
plus ni la souche « AM 3 », ni la souche « AR 17 »; cela veut 
dire que les antigénes de la souche « AM 8 » ont saturé, dans 
le sérum, tous les anticorps capables de réagir avec la souche 
« AR 17 ». Le sérum traité de cette facon peut agglutiner encore, 
malgré cela, au méme titre (1: 10.000), la souche Wa Z. 

Si nous considérons comme vraie la premiére hypothése donnée, 
il faudrait admettre que les trois souches en question ont cette 
formule anligénique 

ARG =AM 3 = == Wa) Lae 
A B ) bC 


oti les antigénes complets sont indiqués par une lettre majuscule, 
ceux du type hapténe par une lettre minuscule et les antigénes 
présents en trés petite quantité sont indiqués entre parentheses. 
Dans un tel cas, le sérum anti-AR 17, saturé avec la souche AM 3 
et privé ainsi des anlicorps « B », ne devrait plus étre capable 
d’agglutiner la souche « Wa Z ». Si l’on voulait admettre que, — 
étant donné la trés petite quantité d’antigéne « B » dans la souche 
« AM 8 », une petite quantité seulement des anticorps « B » du 
sérum ail été saturée, on expliquerait l’agglutination de Ja souche 
« Wa Z », mais on n’expliquerait pas le manque d’agglutination 
de la souche « AR 17 ». 

Si nous considérons comme yraie la seconde hypothése, la for- 
mule anligénique des trois souches serait Ja suivante 


A 6: A (6) B 


ot les lettres minuscules représentent les antigénes incomplets 
capables de stimuler in vivo la production des anticorps, mais 
ineapables de réagir in vitro avec ceux-ci. Dans un tel cas, le 
sérum saturé perd les anticorps « A », mais conserve les anti- 
corps « B »: on explique de cette fagon pourquoi le sérum 
n’agglutine plus la souche « AR 17 » tandis qu'il agglutine 
encore au méme titre la souche « Wa Z ». 
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On pouvait objecter que, élant donné la petite quantité d’anti- 
eéne b contenue dans Ja souche « AM 3 », on ne pouvait pas 
encore considérer comme démontré que l’antigéne ne puisse plus 
saturer l’anlicorps correspondant. 

Pour cela, nous avons fait une seconde épreuve de saturation, 
en considérant les trois souches « AR 17 », « Wa Z » et 
« AM 20 ». Les liens sérologiques parmi ces souches sont les 
suivants : 


SERUMS 
Ca SIRS Rape 
AR 17 Wa Z% AM 20 
SOUCKGS OA RAT Ao de. ud eye ers ih 0 0 
WY SLi rsterateees (ol PoP Eo iess 1/3 ib 4/8 
AMINO es eRe anette gen ay On 4/30 a 


Par conséquent, leur formule anligénique devrait étre la 
suivante 


AR 17 Wa Z AM 20 
Ab B B 


Nous avons mis en contact le sérum Wa Z dilué avec une 
grande quantilé de leptospires de la souche AR 17, de facon que 
l'on puisse obtenir éventuellement la saturation, Nous avons vu, 
au contraire, que le sérum ainsi trailé conserve entiére Ja pro- 
priété d’agglutiner soit la souche « Wa Z », soit la souche 
« AM 20 ». Il faut, pour cela, admettre que les antigénes incom- 
plets n’ont pas la propriété de se lier in vitro avec les anticorps 
correspondants. 

On a fait une troisiéme épreuve en considérant les trois souches 
suivantes : « AM 3 », « Tiburtino 1 » et « I. Sacra 1 », dont nous 
donnons ici les liens sérologiques 


SERUMS 
ee. 
AM 3 Tiburlino 1 I. Sacra 1 
SOUCHKESsAM. SPAlices .0N ers WV 4/40 0 
TTDUITEDLOY Ler eee 0 L 0 
iepacra yd. Aes ee 0 4/2 iT 


Par conséquent, la formule antigénique des trois souches 
devrait étre la suivante ; 


AM 3 Tiburtino I. Sacra 4 
A .§ a y Y 


Le sérum anti-Tiburlino 1, saturé par la souche « I. Sacra 1 », 
n’agglutine plus cette derniére souche ; il agglutine toutefois au 
méme titre les souches « AM 3 » elt « Tiburtino 1 ». Cela 
démontre que les anticorps produils par les antigénes incomplets 
peuvent ¢lre salurés par les anligénes complets et que ces der- 
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niers n’ont pas d’interférence sur les autres anticorps de types 
divers contenus dans le sérum, soit qu’ils dérivent de Vaction des 
antigénes complets, soit de celle des antigénes incomplets. 

Une dernicre épreuve décisive a élé enfin faite, en saturant Je 
sérum anti-AR 17 (voir p. 558) avee la méme souche « AR 17 ». 
Un tel sérum, rendu de cette facon incapable d’agglutiner la 
souche « AR 17 », n’agglutinait plus aussi « AM 8 ». Toutefois, 
comme notre hypothése le prévoyait, il avait conservé comple- 
tement la propriété d’agglutiner la souche « Wa Z », comme 
toutes les autres souches contenant l’antigéne B (AM 1B, AR 14, 
AM 17, AM 13, AR 18, AM 20). 

A notre connaissance, le phénoméne n’a pas encore été décrit 
en sérologie, c’est-a-dire qu’il existe des antigénes qui ne sont 
pas capables de saturer les anticorps produits par eux-mémes et 
nous né€ voyons pas quelle autre interprélation on peut donner 
du phénomene si |’on ne veut pas accepter ’hypothése que nous 
proposons. Toutefois, l’existence d’antigénes incomplets, comme 
nous les avons supposés, c’est-a-dire capables de produire des 
anticorps in vivo, incapables au contraire de réagir avec ces 
mémes in vitro, serait un fait tout 4 fait nouveau, qui changerait 
profondément nos connaissances acluelles dans le domaine de la 
sérologie. 

Nous nous rendons bien comple de la porlée et de l’importance — 
de Vhypothese que nous émeltons, nous la donnons avec toutes 
les réserves possibles et nous nous proposons de continuer nos 
recherches et de les soumetire 4 la critique d’autres épreuves. 
Nous ne pouvons nier, toutefois, qu’elle nous parait Vunique 
hypothése capable d’expliquer les faits que nous avons observés. 
En admettant que dans un Leptospire, auprés d’un antigéne 
complet puisse étre présent aussi Je méme antigéne d’une maniére 
incompléte, on expliquerait aussi le phénoméne, plutét fréquent, 
du titre trés divers auquel on a une agglutination croisée entre 
deux souches. I] suffit, en effet, d’imaginer que tandis qu’une 
des deux souches contient l’antigéne complet, l’autre en contient 
seulement une petite quantité auprés du méme antigene, mais d’une 
facon incompléte. Telle souche peut alors produire d’abondants 
anticorps, mais elle réagira faiblement avec ceux-ci. Au moyen 
de la méme hypothése on peut expliquer aussi les cas de sérums 
qui agglutinent des souches diverses 4 un tilre plus élevé que 
celui de la souche avec laquelle ils ont été préparés. 

Par une étude comparative du tableau, que l’on trouve dans le 
travail, étant donné les liens sérologiques probables existant 
entre les différentes souches, on peut assigner aux souches 
mémes leur constitution antigénique : nous indiquons avec une 
lettre majuscule les antigénes complets ; avec une lettre minus- 
cule les antigénes incomplels ; avec une lettre majuscule sou- 
lignée les antigénes dont la présence doit étre admise seulement 
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pour expliquer les réactions d’agglutinalion déterminées par des 
antigénes incomplets. 

Les antigénes entre parenthéses ou entre crochets doivent étre 
considérés comme étant présents en petite quantité : ceux entre 
parenthéses déterminent une. agglutination jusqu’a 1/1.000 du 
litte du sérum; ceux entre crochets au-dessous du 1/1.000 du 
titre seulement. La présence des antigénes suivis par un_ point 
(interrogation est probable, mais non strement démontrée dans 
la souche considérée. 

On trouvera dans le tableau ci-aprés les différentes souches 
avee leurs antigénes. 

Nous n’avons pas la présompltion d’avow abouli a des conelu- 
sions définilives ; au contraire, nous pensons que notre tableau 
présente encore des déficiences el des inexaclitudes que, seules, 
des recherches patientes portant sur un grand nombre de souches 
pourraient rectifier, La mosaique d’antigénes des Leptospires est, 
selon toute probabilité, l'une des plus complexes et nos recher- 
ches n’ont pu en mettre en évidence qu'une trés petile partie. 
On conclut la méme chose de l’observation suivante : si nous 
considérons la formule antigénique des. deux souches « AR 17 » 
et « AM 8», nous ne pouvons pas comprendre comment le sérum 
anti-AR 17, saturé avee la souche « AM 8 », n’est plus capable 
de saturer Ja souche « AR 17 ». Tout cela provient du fait que 
la formule anligénique des souches est vraisemblablement beau- 
coup plus complexe que celle que nous proposons. En effet, nous 
admettons dans la souche « AR 17 », Pantigéne B au lieu de 
Vantigéne D, uniquement pour expliquer son agglutination par 
le sérum anli-AM 17. Toulefois, nous pouvons imaginer que les 
trois souches en question ont la formule antigénique suivante, en 
ne considérant pas naturellement les antigénes qui ne nous 
intéressent pas 


AM 3 AR 17 AM 17 
DHY DHY x 
zr ! 


Selon celte hypothése, les liens sérologiques entre les trois 
souches ne changent pas et l’on comprend bien comment la 
souche AM 3 peut saturer le sérum anti-AR 17. En tous cas, un 
simple coup d’ceil au schéma nous démontre que, tandis qu'il y 
a quelques souches de leptospires tout a fait indépendantes ou 
presque, il y en a d’autres étroitement liées entre elles. Si lon 
éludie leurs antigénes, l’on voit que, du moins parmi les souches 
éludiées par nous, quelques-uns sont l’apanage d’une seule ou 
d'un trés petit nombre de souches, tandis que d’autres sont plutot 
répandus, 

Nous pouvons, de celte facon, dislinguer dans nos souches 
quatre groupes caractérisés respeclivement par les antigénes A, 
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agglutination jusqu’é 1/100 du titre originel 


«——-— agglutination dans un sens jusqu’é 1/100 du titre et dans Vautre & des 
valeurs plus éleyées (la fléche indique la direction dans laquelle on 
a agglutination au titre le plus éleyvé) 


a agglutination jusqu’é 1/1000 du titre 
» » 1/10.000 du titre 

a= » » 1/100 du titre 

Se — » » 1/1000 du titre 


(la fléche indique le sens dans leque) s’obtient Vagglutination). 


Les lignes noires indiquent les liens dus hk la présence d’antigénes complets 
(agglutination dans les deux sens); les lignes rouges les liens dus & la présence 
d'antigenes incomplets (agglutination dans le sens indiqué par la fléche). 

Les agglutination dues aux antigénes incomplets et qui se manifestent seule- 
ment A des valeurs supérieures 4 1/1000 du titre, nont pas été pris en considération 
dans cette table. 

On a indiqué au-dessous du nom de chaque souche sa constitution antigénique. 
Les lettres majuscules correspondent 4 des antigénes complets et les lettres minu- 
scules A des antigénes incomplets. Les indications qui figurent en rouge correspon- 
dent A des antigénes. dont la présence doit servir & expliquer les réactions d’agglu- 
tination qui ont lieu dans un seul sens et qui sont dues & la présence d’antigénes 
incomplets. 

Les antigénes, dont l’abréviation figure entre parenthése, doivent étre considérés 

“comme présents en petite quantité seulement. Ceux, dont l’abréviation figure entre 
parenthése ronde ( ), provoquent Vagglutination 4 des valeurs qui peuvent atteindre 
1/1000 du titre du sérum. On A indiqué entre parenthése carrée [ ] les antigénes 
qui proyoquent une agglutination & un titre légérement inférieur & 1/1000 du titre 
originel. 

Un point d’interrogation-?-indique que la présence de l’antigene, quoique pro- 
bable, n’a pas pu ¢Gtre surement reconnue. 
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H, R, T. Les deux premiers groupes ont parmi cux de nombreux 


liens grace aux antigénes B et ©, présents dans beaucoup de 
leurs souches, comme on le voit aussi sur le schéma ; les deux 
autres sont, au contraire, indépendants. . 

Comme début d’une classification sérologique des Leptospires 
aquicoles, nous désignons les quatre groupes par les chiffres UW 
HI, IV. On peut vraisemblablement mettre la souche « Tibur- 


tino 1 », qui posséde presque exclusivement des antigénes incom-_ 


plets, & cheval sur les groupes I et H. La souche AMID, bien 


Fic. 4 


qu’incomplélement étudiée, peut au contraire, sans aucune hési- 
talion, étre mise dans le groupe II. : 

Dans le premier groupe, on doit aussi vraisemblablement 
placer les souches « Wa Leiden » et « Wa 7 », étudiées par Bes- 
semans ct ses colJaborateurs. 

I] est intéressant de constater qu’au méme groupe sérologique 
peuvent appartenir des souches de provenances trés diverses. Au 
groupe I, par exemple, appartiennent soit des souches isolées 
Rome, soit une souche hollandaise (Wa Z) el au groupe III des 
souches romaines ect une souche tiestine (Paloe 1). 

Tout cela nous montre que le nombre des anligénes des Leptos- 
pires aquicoles, bien qu’élant certainement trés élevé, nest pas 
toutefois infini et qu'une soigneuse et patiente série d’épreuves 
permettrait d’établir, parmi les souches aquicoles, les caractéris- 
tiques sérologiques de quelques-uns des groupes principaux. Cela 
constituerait une ébauche de classement dans un domaine si vaste, 
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classement auquel on doil aboutir si l’on veut progresser dans les 
recherches sur la fixité et sur les modifications que les caractéres 
sérologiques des Leplospires peuvent présenter dans des circons- 
tances délerminées. 

Nous avons fait une autre recherche. Etant donné la fréquence 
des Leplospires dans l’eau potable de Rome, et quelques auteurs 
(Erber |47], Acquaviva Coppola et De Lorenzo [48}) ayant supposé 
que l’ingestion répétée de Leptospires aquicoles pourrait déter- 
miner chez homme la formation d’anlicorps contre ceux-ci, nous 
avons voulu controler celle opinion. La Clinique médicale de 
Université de Rome nous a aimablement fourni 50 sérums de 
malades romains choisis au hazard. Ces sérums ont été éprouvés, 
a partir de la dilution 1/100, avec les souches suivantes de Leptos- 
pires isolées de |’eau potable de Rome : AMID, AM 3, AM 9, 
AM 13, Fons. Ces souches ont été choisies parce qu’elles con- 
tiennent dans leur ensemble les antigénes : A, B, C, D, H, R, S, 
O, V, c’esl-a-dire presque tous ceux qui nous intéressent le plus. 
En oulre, dans les épreuves d’agglulination, on a employé aussi 
une souche de L. ictero-haemorrahagix (souche Zaan). Les résultats 
de 300 épreuves d’agglutination ont élé tout a fail négalifs, ce qui 
démontre que méme Jl’ingestion prolongée de Leplospires non 
pathogénes ne sensibilise pas Porganisme contre ceux-ci. D’autre 
part, les épreuves d’agglutination croisée que nous avons faites 
entre les 34 souches de Leplospires aquicoles et une souche de 
L. iclero-haemorrhagix (souche « Polen ») ont confirmé qu’il 
n’exisle aucune affinilé sérologique entre les Leptospires aquicoles 
et L. iclero-haemorrhagix, contrairement & laffirmation de quel- 
ques auteurs (Acanfora [49], Gardner [20)). 

Les recherches que nous avons poursuivies, qui ont demandé 
une somme de travail considérable, ne peuvent étre considérées 
que comme le commencement d’un travail cherchant a apporter 
un peu de lumiére et d’ordre dans une question sur laquelle on 
ne possédail pas, jusqu’ici, de documents précis. Tout ce que 
nous affirmons ici ne doit pas étre considéré comme deéfinitif, 
mais nous espérons que notre étude sera Vorigine de nouvelles 
recherches. 

Ritsumnh. 


Les auteurs ont étudié, du point de vue sérologique, 34 souches 
de Leplospires aquicoles isolées dans plusieurs localités. Il faut 
conclure de ces recherches que la constitution antigénique de ces 
microorganismes est d’une complexité tout a fait extraordinaire 
et résulte vraisemblablement d’une mosaique d’anligénes en partie 
complets et en partie incomplets, ces derniers constiluant un type 
enlicrement nouveau en sérologie. En effet, ils seraient cvapables 
de donner des anticorps in vivo, tandis qu’ils ne seraient pas 
capables de réagir avec ceux-ci in vitro. 
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D’aprés les examens sérologiques effectués sur 50 sérums hu- 
mains, pris au hasard et essayés avec 5 souches de Leptospires 
aquicoles ef une de L. ictero-haemorrhagix, il semble trés pro- 
bable que V’ingestion, méme prolongée, de Leptospires aquicoles 
n’est pas capable de provoquer chez l’homme la formation d’anti- 
corps contre ces souches. 
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NECROLOGIE 


ETIENNE SERGENT 


(1878-1948) 


La Société francaise de Microbiologie et l'Institut Pasteur ont été 
durement frappés, depuis notre derniére réunion, par la perte du 
Dr Etienne Sergent, frére de notre éminent collégue le D* Edmond 
Sergent, directeur de ]’Institut Pasteur d’Algérie. C’est dans ce pays 
qu’Etienne Sergent accomplit toute sa carriére scientifique, auprés de 
son frére, avec qui il signa un grand nombre de ses communications. 
Tl y fut envoyé en mission permanente par 1’Institut Pasteur de Paris, 
de 1900 A 1910, et y demeura aprés la fondation, en 1910, de l’Institut 
Pasteur d’Algérie, ot! il occupa successivement les fonctions de chef 
de laboratoire, puis de chef de service. C’est en pleine activité féconde 
qu'il vient de nous étre enlevé. 

Il n’est pas de probleme intéressant la pathologie humaine et 
animale en Afrique du Nord qu’Etienne Sergent n’ait abordé et appro- 
fondi et, tout naturellement, l’étude du paludisme occupe dans son 
ceuvre une place de choix. Dés 1900, il vérifie avec Edmond Sergent 
la découverte par Ronald Ross 4 mode de propagation du paludisme 
des oiseaux a Plasmodium relictum, en transmettant Vinfection au 
canari par |’intermédiaire de mousliques communs. Les fréres Sergent 
confirment ensuite l’exactitude de la loi de Grassi: pas de paludisme 
sans anophélisme. Dans des champs de démonstration, établis dans les 
contrées les plus ma!saines de ]’Algérie, ils Glaborent les méthodes de 
Vétude épidémiologique du paludisme ; ils expérimentent dans ces 
champs de démonstration les procédés de la prophylaxie palustre et 
inventent des techniques nouvelles. Dés 1911, M. Roux, visitant les 
champs d’expérimentation antipaludique des fréres Sergent, leur avait 
tracé en ces termes la téche & accomplir : « Voici ce qu’il vous faul 
faire ; cherchez un domaine que le paludisme a rendu inhabitable 
el qui, par suite, est resté inculte. Il doit étre placé pres d’Alger, pour 
étre facilement surveillé. Vous y placerez des cultivateurs indemnes 
Ce fiévre. Vous protégerez les hommes et vous assainirez le sol par 
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les méthodes prophylactiques que vous avez inventées. Vous montrerez 
ainsi, par l’exemple, que l’on peut, en prenant des mesures ration- 
nelles, échapper au paludisme, voire fonder une famille, élever des 
troupeaux et produire des récoltes nourriciéres sur une terre restée 
jusque-li vide 4 cause de son insa!ubrité... Que la preuve éclate de la 
possibilité d’un assainissement sans risques, rapide et définitif. » 

Ce programme si précis, Ktieune et Edmond Sergent ont réussi a 
le réaliser point par point. Ils ont obtenu, en 1927, la concession d’un 


terrain de 360 hectares, situé dans le département d’Alger et connu | 


sous le nom de « Marais des Ouled Mendil ». La peur des fiévres 
paludéennes et de la « jaunisse des beeufs » tenait l'homme éloigné 
de ce marais et en faisait un véritable désert d’eau. Par des mesures 
rationnelles, les fréres Sergent sont parvenus 2 l’assécher, d l’assainir 
e! & le peupler de familles saines sans risque de paludisme, transfor- 
mant ainsi ce terrain maudit en une station fertile et populeuse. I! 
faut lire le livre, publié en 1947 sous le titre « Histoire d’un marais 
algérien », oti les deux fréres racontent cette étonnante épopée : livre 
écrit dune plume alerte, orné de cartes, de croquis pittoresques, de 
photographies démonstratives, et émaillé de citations littéraires qui 
témoignent de la haute culture :ies auteurs, Etienne et Edmond Sergent 
ont fait 14, non seulement ceuvre de biologistes et d’hygiénistes avertis, 
mais de grands colonisateurs. 

Les mesures prophylactiques proposées par les fréres Sergent contre 
te paludisme ont fait leurs preuves dans une autre circonstance mémo- 
rable ; elles ont eu pour résultat de délivrer, en 1917 et en 1918, 
Varmée d’Orient du péril paludéen. Enfin, les recherches de labora- 
toire sur le paludisme des passereaux conduisirent 4 la conception 
d’une forme particuliére de ]’immunité, la prémunition, dans laquelle 
la résistance, conférée par une yremiécre atteinte surmontée, ne dure 
que tant que le parasite subsiste, 4 1’état latent, dans l’organisme. 
Notion féconde, qui ne devait pas tarder 4 déborder largement le 
domaine du paludisme : on sait, notamment, que la résistance aux 
réinfections par les virus, chez les plantes qui ont triomphé d’une 
premiére infection, rentre dans le cadre de la prémunition. 

Pour le reste de l’couvre d’Etienne Sergent, je regrette de ne pouvoir 
me borner qu’a une énumération, qui en montrera, du moins, toute 
l’étendue : découverte du trypanosome, agent du debab, principale 
maladie du dromadaire ; découverte de la transmission du bouton 
d’Orient par les phlébotomes , découverte d’une myiase humaine 
nouvelle, de nouvelles espéces de Protozoaires ; travaux d’hématologie ; 
recherches sur le goitre, sur l’ankylostomiase, sur les cristallites que 
laissent déposer, en s’évaporant, les. liquides animaux et végétaux ; 
sur l’index digital (rapport des longueurs de 1l’index et de l’annulaire 
d’une méme main), qui permet, en anthropométrie judiciaire, d’iden- 
tifier les individus ; lutte contre les sauterelles, contre les épidémies 
d’ophtalmies contagieuses, enfin invention et préparation d’un sérum 
antiscorpionique. Les scorpions tuaient en Algérie plusieurs dizaines de 
personnes par an; le sérum de Sergent permet d’en sauver 89 a 
93 p. 100. Signalons enfin le beau traité sur les piroplasmoses bovines 
que notre collégue a signé en 1947 avec MM. Edmond Sergent, Donatien, 
Parrot et Lestoquard. 
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Etienne Sergent était doué d’un caractére énergique, sans lequel il 
n’etit pu suffire & un labeur aussi considérable. Mais, en dépit de 
la valeur et de l’étendue de son muvre, il ne s'est jamais départi d’une 
extréme modestie. Il semblait n’¢tre 14 que pour seconder son frére 
dans sa téche et ne cherchait pas A mettre en avant sa propre person- 
palité. Belle lecon d’humilité pour ceux qui ont tendance a se glorifier 
de talents supposés, dont ils n’ont pas encore fourni la preuve ! 

On concoit la douleur qu’une telle perte a causée A notre collégue 
el ami Edmond Sergent. Non seulement il est privé d’un frére tendre- 
ment aimé, mais il voit s’interrompre une collaboration confiante et 
féconde dont le début remontait & prés d’un demi-siécle. Nous nous 
inclinons profondément devant sa peine et nous lui adressons, ainsi 
qu’a Madame Etienne Sergent et a ses enfants, l’expression de nos 
condoléances émues. ; 

J. Macrou. 


GOMMUNICATIONS 


DE L’INFECTION INAPPARENTE 
A L’INFECTION APPARENTE 
AVEC LE VIRUS DE LA PNEUMOPATHIE DU COBAYE 


par Grorces BLANC et J. BRUNEAU. 


Nous avons montré (1) récemment que le virus de la pheumopathie 
du cobaye, qui donne expérimentalement une infection toujours mor- 
telle au cobaye, n’a aucun pouvoir agressif pour V’homme et divers 
animaux tels que singe (Macaca sylvanus), chien, lapin, chévre, cha- 
meau, 4dne, auquels il donne une infection strictement inapparente 
infection au cours de laquelle on retrouve le virus dans le sang en 
moyenne du troisiéme au vingltieme jour qui suit l’inoculation. Cette 
infection entraine Vimmunité, et il est possible, par un sérotest de 
protection, de déceler dans le sérum la présence d’anticorps. De plus, 
celte infection strictement inapparente peut étre transmise, par ie 
sang, de lapin a lapin, toujours sous forme inapparente et sans perdre 
sa virulence pour le cobaye. Cette infection inapparenle peut, cepen- 
dant, étre rendue visible. Il suffit, pour cela, d’inoculer un organe qui, 
lui, réagit & Vinfection. De beaucoup le plus sensible se trouve étre 
Voeil, mais la peau peut, elle aussi, réagir. Dans les deux cas, le virus 
se relrouve dans le sang. 

Réaction oculaire. Inoculation de la chambre antérieure de Veil. 

L’inoculation de produit virulent dans la chambre antérieure de 
Voeil est faite apres ponction de la cornée et évacuation de quelques 
goulles de l’humeur aqueuse. Nous. avons ainsi inoculé 7 lapins, 
2 chevreaux, 1 Ane, 1 chien et 1 chacal. Dans tous ces cas, les résultats 
ont 6t6 positifs. Le sang des animaux inoculés se montre virulent 


(1) G. Branc, J. Bruneau et L. A. Martin, C. R. Acad. Sci., 1948, 227, 242. 
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tout comme celui de ceux inoculés par voie intramusculaire, intra- 
péritonéale, intratesticulaire ou pulmonaire par aérosol, soit, en 
moyenne, du sixiéme jour au vingtisme ct méme au vingt-quatriéme 
jour. 

Chez le lapin, la réaction débute Vingt-quatre heures aprés ]’ino- 
culation, il y a congestion de la conjonctive au pdle supérieur avec 


Réaction oculaire du chevreau 5 inoculé dix jours auparavant dans la chambre 
antérieure de l’ceil droit avec du virus de la pneumopathie du cobaye. 


trés légére sécrétion. L’iridocyclite est précoce, elle peut apparaitre 
apres vingt-quatre heures, puis augmente d’inlensité en méme temps 
qu’apparait la descemétite et parfois de la kératite interstitielle. ia 
tension augmente et il y a glaucome. Cette période aigué peut per- 
sister, dans les cas typiques, pendant une dizaine de jours, puis la 
régression commence. Trois semaines aprés l’inoculation, elle est bien 
marquée ; la tension oculaire diminue, la cornée s’éclaircit. 

. Tous ces troubles : iridocyclite, descemétite, kératite interstitielle, 
peuvent é¢tre produits avec un virus filtré sur bougie L2. 
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Chez le chevreau, la réaction est particuligrement intense et de 
longue durée ; chémosis, iridocyclite, descemétite, kératite apparaissent 
précocement, vingt-quatre heures aprés linoculation ; elle évolue, de 
plus en plus forte, persiste une dizaine de jours, puis diminue, la 
cornée s’éclaircit, les phénoménes inflammatoires disparaissent, ne 
persistent que des lésions cicatricielles avec synéchies. L’ane fait une 
réaction rapide ct intense, mais les lésions de kératite interstitielle 

Chez les carnivores, les réactions sont un peu différentes. 

Le chien fait une infection beaucoup plus Iégére que le lapin et le 
chevreau, elle persiste une quinzaine de jours, Le chacal fait une 
réaclion rapide et intense, mais les lésions de kératite interstitielle 
sont les plus marquées, l’iridocyclite est moins forte que celle du lapin 
ou du mouton, I’évolution est rapide; aprés huit jours, il n’y a 
plus aucune trace de réactions. 

Les animaux qui ont fait une infection inapparente et acquis l’immu- 
nité avec présence d’anticorps dans le sérum restent réceptifs 4 ]’ino- 
culation par yoie oculaire, G’est ainsi qu’un Ane inoculé une premicre 
fois par voice sous-cutanée et dont le virus a été isolé du sang 4 deux 
reprises el qui, ensuite, fut réinoculé & huit reprises, dont trois fois 
par voie intraveincuse avec de forles doses de virus, a donné un séro- 
test de protection fortement positif et, cependant, il a fait une réaction 
oculaire intense 4 Vinoculation dans la chambre antérieure au moment 
méme qu/il existait des anticorps dans le sérum et Je virus a pu étre 
isolé de Vhumeur aqueuse. 

les réactions de l’oeil du lapin, de Vagneau et du chacal rappellent 
tout & fait celles des renards et des Racoons (Procyon lotor) inoculés 
avec Je virus de l’encéphalite du renard (2), mais ce dernier virus 
parait avoir une grande spécificité zoologique et né toucher que les 
carnivores, 

Réaction culanée, — Moins importante que la réaction oculaire, elle 
ren est pas moins nette. 

L’inoculation par voie inlradermique au lapin est suivie d’une 
réaction qui débute vingt-quatre heures plus tard. 

Au point d’introduction du virus, apparait un nodule qui atteint 
rapidement le volume d’un petit pois, présente une vésicule qui devient 
pustule par afflux leucocytaire. Il se forme une escarre, puis la lésion 
régresse, sa durée n’excéde pas, en général, une dizaine de jours. 

Un nodule excisé ct inoculé au.cobaye Vinfecte, cc qui n’est pas 
Clonnant, puisque le sang du lapin prélevé au meme moment se 
montre infectieux, 

Un lapin inoculé une premiére fois par voice intramusculaire réagit 
’ Vinoculation intradermique faite un mois plus tard. Le sang du lapin 
ne se montre pas virulent, alors que l’inoculation du nodule cutané 
au cobaye lui donne l’infection mortelle. 
sll semble done qu’il y ait dissociation de V’immunité générale et de 
Vimmunité cutanée. Nos expériences ne sont pas assez nombreuses 


(2)°C. A. Evans, H. Y. Yanamura et R. G. Green, Proceed. exp. Soe. Biol. 
\fed:, 1943,/ 55. 183. — R. G. Green, C. A. Evans et TH. Y. Yanamuna, ibid. 
1943, 55, 186. . 
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pour qu’il soit possible daffirmer qu’il s’agisse d’un phénoméne 
constant. 

_ Le chien réagit également 4 Vinoculation intradermique et présente 
un tableau clinique superposable & celui du lapim. 

L’homme, enfin, est également’ réceptif A Vinoculation intra- 
“dermique. 

A la suite d’injection de 0,2 % 0,5 cm® d’une suspension de rate 
broyée de cobaye infecté, il se développe une tache rose, de couleur 
parfois trés vive, qui peut atteindre 1 cm. a 1,5 cm. de diamétre. 

Au toucher, on trouve le tissu induré, l’infiltration est nette de 
quelques mm. de profondeur, la réaction peut durer plus de huit 
jours. 

Un sujet témoin inoculé avec une rate de cobaye sain ne présente 
qu'une trés légére réaction qui disparait en deux A trois jours. 


Unstitut Pasteur du Maroc.) 


LONGUE PERSISTANCE 
DE LA VIRULENCE DU BACILLE PESTEUX 
CHEZ LA PUCE DU RAT XEWOPSYLLA CHEOPIS, 
r CONSERVEE MORTE A SEC 


par GeorGes BLANC, 


Nous avons montré, avec Baltazard, que les bacilles pesteux pouvaient 
se conserver trés longtemps vivants et virulents dans Jes déjections 
de puces (seize mois). 

Nous avons également constaté, a cette époque, que des puces mortes 
contiennent encore des bacilles virulents aprés cent cinquante jours de 
conservation A sec (1). Nous avons repris ces expériences de conser- 
vation sur puces mortes. 

Une cuve contient des milliers de X. cheopis infectées d’abord par 
pigqires sur des cobayes pesteux, puis nourries ensuite sur animaux 
neufs, cobayes le plus souvent, ou autres rongeurs, qui s’infectent a 
leur tour, meurent en général en trois jours; les puces nouvelles 
écloses s’infectent sur eux, ce qui entretient un état permanent 
d’infection des puces. Le passage constant puces, rongeurs, puces, 
maintient une virulence extréme de cette souche de peste. 

Ce sont de telles puces qui ont servi a l’expérience, aprés que fut 
contrélée sur cobaye la virulence d’un lot par inoculation de puces 
broyées et par piqtres a4 travers une toile de soie 4 bluter, de puces 
contenues en tubes Borrel (voir les 2 courbes supérieures du tableau 


ci-joint). 


(1) G. Buane et M. Battazarn, ces Annales, 1946, 72, 486, 
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COBAYE 95.73 


12 JOURS 210 JOURS 
COBAYE 16.24 COBAYE 33.9 


COBAYE 19.49 
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100 JOURS 


Courbes de température de cobayes inoculés avec des puces pesteuses mortes 
depuis douze a neuf cent quarante et un jours. A noter la similitude de ces 
courbes avec celles des cobayes inoculés avec des puces fraiches du méme 
lot ou piqués par elles. 
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Les autres puces du méme lot sont mises dans des ampoules qui 
sont scellées sous le vide. A intervalles de temps variés, un certain 
nombre de puces sont broyées, mises en suspension en eau physiolo- 
gique, généralement 4 cm* pour 50 puces, et inoculées par voie sous- 
cutanée A un cobaye. Nous avons cherché la virulence des _ bacilles 
pesteux des puces mortes douze, trente, cinquante-six, cent, deux cent 
dix, trois cent dix, huit cent vingt et neuf cent quarante et un jours 
aprés la mise en ampoules. Le résultat a été positif. Les cobayes sont 
morts rapidement, le plus souvent en trois ou quatre jours. Le tableau 
ct-joint montre que les courbes de température des cobayes inoculés 
ainsi sont tout 4 fait superposables a celles des cobayes témoins morts 
4 la suite de piqdres ou d’inoculations de puces fraiches. 

Un dernier sondage fait aprés neuf cent quatre-vingt-six jours de 
conservation a été négatif. Y a-t-il eu destruction continue des bacilles 
pesteux et n’y avait-il, aprés neuf cent quarante et un jours, qu’un 
nombre restreint de bacilles encore vivants qui disparurent dans les 
quarante-cing jours suivants, ou y a-t-il eu disparition brusque comme 
nous l’avons constaté dans les élevages de puces infectées (2) ? Il est 
difficile d’en juger. Il reste établi que des puces mortes mises en 
ampoules scellées sous le vide permettent de conserver au laboratoire, 
pendant un temps considérable, une souche trés virulente de bacilles 
pesteux. Il sera nécessaire de vérifier la survivance de bacilles pesteux 
chez des puces mortes dans les conditions naturelles pour juger du 
réle éventuel de conservateur -le virus, voire de celui qu’elles pour- 
raient jouer dans la transmission 4 distance de la peste dans des objets 
provenant de zones infectées, rdle déja bien établi pour les puces 
vivantes transportées dans des sacs de jute (8). 


(Unstitut Pasteur du Maroc.) 


RECHERCHES SUR LA REDUCTION DES SULFATES 
ET DES SULFITES MINERAUX 
PAR LES BACTERIES ANAEROBIES 


par A.-R, PREVOT. 


_ Inrropuction. — En 1895, Beijerinck [1] et ses collaborateurs ont 
établi que, en présence d’un conateur d’hydrogéne convenable, cer- 
tains vibrions anaérobies des eaux et du sol sont capables de réduire 


(2) Crest ainsi qu’un élevage de puces infectées a été entretenu du 
294 décembre 1943 jusqu’au 2 juillet 1947 dans une cuve ol sont passes 
199 animaux dont 163 cobayes. Un cobaye mis a piquer le 28 juin meurt 
pesteux le 2 juillet, un autre cobaye mis dans la cuve le 7 juillet ne 
sinfecte pas. Brusquement, comme Vont montré les expériences dino- 
culation, il y a eu disparition de infection dans toutes les puces de la 
cuve. : ei ; & : ; ; ae 

(3) A. Maccuravecto, Bol. Oficina Sanitaria Panamerica, 1947, 26, 225. 
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les sulfates minéraux jusqu’au stade SH,. Ce dernier, réagissant sur 
les se!s de fer présents ou ajoutés aux milieux de culture solides, pro- 
duit du sulfure de fer au niveau des colonies de ces anaérobies, qui 
noircissent en vingt-qualre A quarante-huit heures. Van Delden, 
Elion (1) ont amélioré la technique d’isolement et de culture de ces 
yibrions et séparé deux especes et leurs variétés. 

Plus tard, Baars [2], dans une étude biochimique trés_ précise, 
a déterminé la spécificité des donateurs d’hydrogéne, spécificité qui 
conditionne l’autonomie des espices et variétés proposées. 

Enfin, Starkey [3] a reconnu que ces vibrions sont sporulés et leur 
a donné le nom générique de Sporovibrio adopté par la plupart des 
bactériologistes (2). 

Depuis ces mémorables travaux, on restait sur Vidée que la réduc- 
tion bactérienne des sulfates ininéraux était l’apanage exclusif des 
especes du genre Sporovibrio: Sp. desulfuricans avec ses variétés 
thermodesulfuricans et aestuari ; Sp. rubentschicki avec sa_ variété 
anomalus, dont nous avons donné par ailleurs la position taxonomique 
ct la clef de déltermination (38). 

Deux difficullés techniques s’opposaient jusqu’ici 4 ce que les inves- 
ligations sur la réduction des sulfates par les autres anaérobies s’éten- 
dissent : 1° Les anaérobies autres que les Sporovibrio ne poussent pas 
ou poussent trés mal et fort lentement sur les milieux minéraux de 
Beijerinck, de Van Delden, d’Elion, de Baars, etc., de sorte qu’on 
manquailt d’un test str pour détecter qualitativement cette réduction 
2° La plupart des anaérobies produisent suffisamment d’SH, dans les 
milieux organiques par désulfhydrilation des peptones et des protéines 
pour y donner, dés qu’on y ajoute des sels de fer, un précipité de 
sulfure de fer noir; ainsi, la réduction possible d’un sulfate minéral 
ajouté 4 un milieu organique est masquée ou se confond avec les pré- 
cipités noirs formés d’une autre facon. 

Or, les méthodes quantitatives remplacent ici difficilement les 
méthodes qualitatives, car les dosages de sulfate en milieux organiques 
sont longs et imprécis. 

Pour réaliser cette détection, nous avons élaboré une technique nou- 
velle s‘inspirant de la méthode de Wilson, Blair et Maud [4]. Mais 
avant d’exposer celle technique nouvelle et les résultats obtenus, nous 


allons relater nos recherches sur la réduction des sulfites par les 
anaérobies. 


I. Répucrion DES SULFITES PAR LES ANAWROBIES. — La méthode de 
Wilson, Blair et Maud est couramment employée dans certains labo- 


(1) Voir Tarticle concernant les vibrions réducteurs de sulfate dans « Les 
microbes anaérobies », Weinberg, Nativelle et Prévot, 858-866, 

(2) Ce nom nous parait de beaucoup préférable au terme Desulfovibrio 
Kluyver et Van Niel 1936, qui est fondé sur une propriété physiologique 
déja impliquée dans le nom spécifique desuljurieans, alors que Sporovibrio 
implique un caractére morphologique d'une importance prioritaire. Bergey 
(6° édition) reconnait dailleurs la pauvreté de construction du terme Desul- 
fovibrio. ; 

(3) A.-R. Prévot, Manuel de Délermination et de Classification des Anaé- 
robies, 2¢ édition, 223 
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ratoires de controle des eaux pour la détection de W. perfringens [5]. 
Nous avons voulu voir si d’autres anaérobies sont capables de donner 
des réactions positives avec ce test. 

Rappelons briévement la technique : 4 des géloses profondes désaérées 
par vingt minutes d’ébullition et ramenées 2X 60° au bain-marie, on 
ajoule 2 cm* d’une solution 4 20 p. 100 de sulfite de sodium et I goutte 
dalun de fer 45 p. 100 (ces solutions étant préalablement stérilisées). 
Si on ensemence avec une suspension faible de W. perfringens et si 
on recoagule dans l’eau froide, aprés douze et quinze heures d’étuve 
i 37°, il apparait d’énormes colonies sphériques d’un noir absolu. 

Mais nos constatations personnelles ne se sont pas arrétées 12: 
W. perfringens, anaérobie é6éminemment gazogene, ne produit aucun 
dégagement gazeux dans de tels milicux. La raison en est que l’hydro- 
géne produit par les déshydrogénases de ce microbe sert en totalité 
a la réduction in situ du sulfite et, toujours in situ, 1’SH, formé 
réagit avec le fer de l’alun pour donner Fe S$ au niveau méme des 
colonies et rien que la, au contact méme des corps microbiens. Quand 
en écrase une telle colonie entre lame et lamelle, on voit les grains 
noirs de FeS en amas énormes au milieu desquels se trouvent. les 
cerps microbiens incolores. eat 

Cette réaction, qu’on a cru longtemps spécifique de W. perfringens, 
est, en réalité, produite par de nombreux anaérobies : nous avons pu 
Ja mettre en évidence avec 73 souches sur-102 étudiées, appartenant a 
22 espéces sur 31 étudiées, soit 70 p. 100 des espéces prospectées. 

Ces espéces réductrices des sulfites sont toutes des Clostridiales et, 
en dehors de W. perfringens, appartiennent toutes au genre Clostri- 
dium. Ce sont: Cl. aerofelidum, Cl. bifermentans, Cl. botulinum B, 
Cl. septicum, Cl. chauveei, Cl. flabelliferum, Cl. caproicum, Cl. vale- 
rianicum, Cl. fallar, Cl. pseudofallar, Cl. saturnirubrum’, Cl. hasti- 
forme, Cl. ghoni, Cl. iodophilum, Cl. innominatum, Cl. hemolyticum, 
Cl. mitelmani, Cl. sardiniensis, Cl. sordelli, Cl. septicum, Cl. coral- 
linum. 

La preuve de la réduction réelle du sulfite est facile & faire : il suffit 
d’ensemencer des géloses témoins simplement additionnées d’alun. de 
fer sans sulfite ; le résullat est tout différent : chez les anaérobies qui 
produisent SH, a partir des peptides, celui-ci diffuse dans la gélose 
en méme temps que H, inemployé, de sorte que la colonie est blanche 
et entourée d’un halo noir; quand le dégagement gazcux est tres 
abondant et quand la gélose est brisée par les gaz, il y a dans les 
cassures et au pourtour des cassures un dépot plus ou moins abondant 
de Fe S. Il est donc facile de distinguer, d’une part, les colonies noires 
et l’absence de gaz des réducteurs de sulfite, d’autre part les colonies 
blanches, le dégagement gazeux et les dépdts informes 4 distance ou 
en halo des producteurs de SH, 4 partir des peptones. Cette distinc- 
tion est probablement due 4 ce que les désulfhydrilases sont des 
enzymes qui diffusent dans le milieu, tandis que les sulfitases ne 
diffusent pas et restent intrabacillaires. 


“II. RépucTIoN DES SULFATES PAR LES ANAGROBIES. — Pour détecter qua- 
litativement la réduction des sulfates par les anaérobies, nous avons 
remplacé, dans les géloses de Wilson, Blair et Maud, le sulfite de 
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sodium par le sulfate de sodium, et ceci en conservant les mémes 
proportions : 2 cm* de la solution de SO,Na, 4 20 p. 100 et I goutte 
d’alun de fer & 5 p. 100. Nous avons alors constaté la rareté extréme 
de cette réduction chez les souches de notre collection: sur les 
102 souches prospectées, appartenant 4 31 espéces différentes, 98 don- 
naient dans ce milieu des colonies blanches, et suivant qu’elles pro- 
duisaient ou non des gaz et de 1’SH, a partir des peptones, des dépdts 
noirs informes a distance ou des halos noirs. 

Cependant, 4 souches récemment isolées de l’eau ou des boues rédui- 
saient nettement les sulfates et donnaient des colonies noires avec 
absence totale de gaz. Ces 4 souches appartenaient aux espéces 
Cl. caproicum et Cl. flabelliferum. 

Mais celte propriété sulfato-réductrice est temporaire. Au fur et a 
mesure des repiquages nous l’avons vue s’atténuer, le nombre des 
colonies noires diminuant progressivement, alors qu’apparaissait un 
uombre croissant de colonies blanches ; puis disparition irréversible 
des colonies noires ; il semble que ce fait rentre dans le cadre des 
pertes de fonction et plus précisément: perte de l’enzyme « sulfa- 
tase », enzyme intrabacillaire probable et ne diffusant pas. Les 
anaérobies en question sont avant tout des allométatrophes ; l’unique 
fonction chimiotrophe qu’ils possédent dans la nature se perd par 
culture en série linéaire sur milieux organiques. 

Nous avons pu par la suite, grace A ce procédé, déceler dans des 
pites de sulfate de baryum, des anaérobies sulfato- et sulfito-réduc- 
leurs qui transformaient lentement — d’ailleurs en proportion trés 
faible vu la minime proportion de donateurs d’hydrogéne dans cette 
eau — le sulfate de baryum en sulfure de baryum. Ces anaérobies 
appartenaient & deux groupes dislincls: les uns au groupe Sporo- 
vibrio desulfuricans, les autres étaient des variétés du groupe Dbifer- 
mentans-valerianicum-caproicum. Dans l’eau de puits qui servait 
a celle fabrication, nous avons décelé par les géloses de Van Delden 
(au sulfate + lactate + sel de Mohr) un Sporovibrio réducteur de sul- 
fate répondant probablement A une variété nouvelle, éphémére, que 
nous n’avons pu ni conserver, ni déterminer exactement. 

Ainsi le groupe des Sporovibrio réducteurs de sulfate n’est pas le 
seul 4 présenter cette propriété réductrice. Des Clostridium du groupe 
bifermentans-valerianicum-caproicum, du sol et des eaux peuvent 
aussi la présenter, tout au moins dans les jours qui suivent leur iso- 
lement et cette réduction peut étre mise en évidence par un procédé 
simple et trés fidéle. 


ConcLustons. — 1° En dehors de |W. perfringens, 21 especes anaé- 
robies du genre Clostridium sont capables de réduire les sulfites 
minéraux en sulfure et SH,. 

2° Seules 4 souches sur 102 prospectées ont été capables de réduire 
les sulfates minéraux en sulfure et SH,, pendant les quelques jours 
qui suivent leur isolement. Ces souches appartenaient aux espaces 
Cl. caproicum et Cl. flabelliferum. Les autres souches de ces 2 espdces 
ne présentaient pas cette propriété réductrice qui se perd d’ailleurs 
rapidement par repiquage sur milieu organique. 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 
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REMARQUES SUR LA NOTE 
DE MM. ANDRAC, CH. GREBUS ET G. GAUDE : 
SUR UN MODE DE NOTATION SIMPLE ET RATIONNEL 
DES CARACTERES BIOCHIMIQUES ET CULTURAUK 
| DES PRINCIPALES BACTERIES 


par Paut HAUDUROY. 


MM. M. Andrac, Ch. Grebus et G. Gaude (1) ont proposé de traduire 
par une formule chiffrée les caractéres tinctoriaux, culturaux et bio- 
chimiques des principales bactéries. C’est lA certainement |’une des 
propositions les plus intéressantes qui ait été faite depuis longtemps 
pour apporter un peu d’ordre et de clarté dans un domaine ot il 
y en a fort peu. 

Les caractéres d'un grand nombre de germes indiqués dans les 
mémoires originaux ou dans les grands traités classiques sont souvent 
extrémement nombreux, varient parfois d’un auteur 4a l’autre, ceci 
étant dti principalement au fait que les germes eux-mémes peuvent | 
présenter de multiples variétés. Le résultat est, dans certains cas, 
Vexistence d’une confusion extréme et le bactériologiste peut se 
trouver trés embarrassé pour effectuer une détermination précise. 

Le systéme proposé permettrait de donner 4 chaque germe une 
formule d’identification simple, facile 4 écrire, ne prétant pas par elle- 
méme 4 confusion et allégeant étrangement le travail de l’yhomme de 
laboratoire. 

Les auteurs reconnaissent eux-mémes qu’il y a lieu de compléter, 
de perfectionner leur mode de notation. Tel qu’il est, il ne peut, en 
effet, s’appliquer 4 tous les genres connus, il ne tient compte ni des 
identifications sérologiques, ni du pouvoir pathogéne. Mais le prin- 
cipe est excellent, je crois, et ne doit pas étre abandonné. 

Je désirerais cependant faire remarquer que |’effort poursuivi sera 
stérile et voué a l’échec si, avant toute chose, les microbiologistes ne 
s’entendent pas sur les techniques & suivre pour découvrir les 
caractéres tinctoriaux, culturaux ou biochimiques des germes qu’ils 
étudient, s’ils n’acceptent pas de se soumettre volontairement 4 une 
discipline de travail dans le cas particulier des identifications. 


(1) M. Anprac, Cu. Gresus et G. Gaupg, ces Annales, 1948, 75, 71 
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Je m’explique. Voici un germe non déterminé que l’on va mettre en 
présence d’une série de glucides pour savoir s’il va ou s'il ne va pas 
les transformer et provoquer de ce fait un changement de pH du 
milieu dans lequel l’expérience est tentée. Mais de quel milieu s’agit-il > 
Bouillon, eau peptonée, milieu synthétique, milieu addilionné de fac- 
teurs divers d’enrichissement > Quel indicateur va-t-on employer pour 
dépister ou mesurer les variations du pH? Teinture de tournesol, 
pourpre de bromocrésol, indicateur d’Andrade? Emploiera-t-on méme 
un indicateur coloré? Aprés combien d’heures se fera la lecture ?} 

Je prendrai un autre exemple, cclui de la recherche de Vindol. 
Dans quel milieu va-t-on ensemenccr le germe étudié > Par quel pro- 
cédé va-t-on rechercher l’indol? Va-t-on tenter d’extraire préalablement 
celui-ci comme le recommandait Berthelot pour éviter toute fausse 
réaction ? J’ai fait relever par lun de mes éléves les principales tech- 
niques employées par les bactériologistes pour la recherche de ce 
produit (2) ; il a pu — sans avoir la prétenlion d’étre complet — en 
trouver 15, toutes valables, bien entendu, mais toules ou ‘& peu pres 
loutes de sensibilités différentes. On peut raisonnablement penser que 
les réactions d’un méme germe ¢éltudiées a Vaide de deux procédés donne- 
ront deux résultats opposés : il sera indologéne avec la technique A et 
non indologéne avec la technique B. Ainsi naitra une variante nouvelle 
— et inexistante. 

Que ne pourrait-on pas dire aussi dela recherche de l’acétyl-méthyl- 
carbinol? Techniques de sensibilités différentes, milieux variables, etc. 
Il ne serait probablement pas difficile de trouver ici encore une 
quinzaine de procédés proposés. Tous sont certainement excellents, 
mais — pour le but précis et limité que nous voulons atteindre — 
il y en a 14 de trop. Un seul procédé simple, aussi précis que possible 
dans sa simplicité, doit suffire. Un seul milieu, un seul indicateur, 
une seule facon de manipuler pour la recherche des fermentations des 
germes des genres Shigella, Salamonella, etc., un scul procédé pour le 
dépistage de chaque produit du métabolisme serail, je crois, beaucoup 
plus profitable. 

Il serait infiniment facile de multiplier les exemples :/je pense que 
ceci est inutile. 


Il est parfaitement évident — et ce serait une absurdité de penser 
autrement — qu’il ne s’agit pas d’imposer A quiconque un procédé 


ou une technique: une telle supposition ne se discute méme pas. 
Mais il est possible, apres entente sur le plan national d’abord, inter- 
national ensuite, de recommander une technique. Peut-étre ne sera- 
t-elle pas parfaile, peut-¢tre méme sera-t-elle médiocre quelques années 
plus tard parce que des faits nouveaux auront été trouvés ? Tout cela 
est possible. Mais elle sera une — et ceci est l’essenticl — car les hacté- 
riologistes parleront enfin le méme langage. 

Vai déji plaidé maintes fois pour cette unification des méthodes 
employées pour la détermination des microbes. Je crois que presque 
tous Jes bactériologistes dans le monde sont prets A accepter ces sug- 
gestions. Nombre de Sociéltés nationales de Microbiologie, de grou- 


(2) R. Picuer. Différentes méthodes de recherche de Vindol en 


) R. E baclério- 
logie. These, Lausanne, 1947. 
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pements de travailleurs ont établi dans leur domaine propre des 
« recommandations » pour des techniques, recommandations qui leur 
rendent les plus signalés services. L’Organisation mondiale de la Santé 
poursuit dans ‘son Comité de standardisation un travail inspiré du 
méme esprit. La création du « Centre de Collection de Types Micro- 
biens », de Lausanne, la constitution d’une Fédération Internationale 
des Collections de Cultures Types, ne ressortent-elles pas de ce besoin 
que nous éprouvons tous 4 Vheure actuelle d’une coordination des 
efforts de tous les savants, afin d’arriver & une meilleure et plus large 
compréhension, afin — et avant toute chose — de faire faire de 
substantiels progrés 4 notre Science. Les savants qui travaillent a 1’éta- 
blissement du Catalogue du « Centre de Collection de Types Micro- 
biens » de Lausanne ont tous accepté d’indiquer les techniques dont 
ils se servent dans leurs travaux. Le « Conseil Scientifique » de ce 
Centre leur avait d’ailleurs demandé de n’omettre aucun détail dans 
la description de ces techniques et d’indiquer méme l’origine des pro- 
duits chimiques dont ils se servent. 


* 
* x 


Mais il faut, 4 mon sens, aller encore plus Join. 

Indiquer par une série de chiffres les caracléres de reconmaissance 
des germes est une méthode ingénieuse simple et pratique. Elle 
rendra, si elle est adoptée, les plus grands services et tous les bacté- - 
riologistes aideront, je pense, A son identification définitive, Mais, 
parallélement A cette mise au point, un autre travail doit étre entrepris 
sans lJequel l’initiative de MM. M. Andrac, Grebus et Gaude serait 
stérile : ]’établissement de techniques recommandées pour la déter- 
mination des bactéries. 


(Centre de Collection de Types Microbiens, Lausanne.) 


QUELQUES OBSERVATIONS 
SUR LA MICROFLORE AUTOTROPHE 
DE LA SOURCE SULFUREUSE D'URIAGE 


par Hétzne WINOGRADSKY. 


Les prélévements d’eau et de boue des canglisations qui ont fourni 
le sujet de cette bréve étude, nous ont été adressés par M. Hervé, 
d’Uriage (Isére) qui, antérieurement, avait demandé a l'Institut Pas- 
teur de l’aider dans son étude des microorganismes, pullulant dans 
l’eau brute et les dépéts des canalisations de la source. 

Le premier de ces prélévements, du 5 janvier 1948 (Uriage I), 
comprenait 2 litres d’eau filtrée et 2 récipients contenant le dépét des 
canalisations : dont n° 1, prélevé dans un canal d’évacuation, avait 
l’aspect d’une boue noiratre ; n° 2, prélevé dans un canal d’évacua- 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 75, n° 6, 1948. 39 
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tion, mais en contact direct avec lair, Gtait un dépdt blanc jaunatre ; 
les deux dégageaient une forte odeur d ‘hydrogéne sulfuré et avaient, 
a la surface du liquide surnageant, une mince pellicule blanche, 
constituée, comme nous l’avons constaté par la suite, par du soufre 
élémentaire, avec et sans mélange de microbes. 

Le second prélévement, du 28 mai 1948, avait été fait aux mémes 
endroits, car il nous semblait indiqué d’en comparer la microflore 
i différentes époques de l’année. 

M. Dumas n’a pas décelé de microbes pathogénes dans leau filtrée. 

L’analyse chimique de l’eau a été faite avec l’aimable concours de 
M"e Hamon, de l'Institut Pasteur, dont nous cilons les chiffres 


Par litre: 


Se ED TG me trt ets ‘ pr cbasl iat homies 8,33 mg. 
Sulfures, calculés en sulfure acide NaSH Sims taareeeene 5,32 mg. 
Ne contient pas d’hyposulfites. 

UblOnUres <) 2) Ary ieee MESA hy ee ot st 4,36 g. 
Sulfates calculés ens ag nae Fah gehattnve! “al fete Lee see ey IO ees 


Ces résultats nous ont conduite A rechercher les bactéries autotrophes 
parmi les microorganismes de cette source, c’est-d-dire les oxydants du 
soufre et de ses composés. 

Examen direct: Le pH de l’eau filtrée a été trouvé d’environ 7,1 
i 7,3. Dans les prélévements de boue : 


Uriage I: N° 1, pH environ 6,7 4 6,8; n° 2, pH environ 6,3 a 6,4 
Uriage II : N° 1, pH environ 5,8 4 5,9; n° 2, pH environ 5,8 a 5,9 (4). 

Examen microscopique : 

Le duvet blanchatre, menlionné plus haut comme couvrant la sur- 
face du dépdt, contient au moins 8 especes de Beggiatoa: B, alba, 
diamétre du filament 3 y, 44 y, B. media (leplomitiformis, Meneghini, 
Trevisan, diamétre du filament 1,25 y, et B. minima, diamétre 1 
Nous ne pouvons pas affirmer d’une facon positive avoir observé des 
filaments de lespece Thiotriz, quoique on ait bien pu_ s’attendre 
i en trouver. Les observations ont été rendues difficiles par le manque 
de cultures de ces espéces, qui exigent un dispositif d’eau sulfureuse 
courante. Les filaments observés. avaient déjd en partie perdu leurs 
mouvements glissants, tres caracléristiques. Ils étaient dépourvus de 
gouttes de soufre 4 ]’intérieur des cellules. Mais nous n’avons pas 
observé de lyse & nos examens périodiques des prélévements : les fila- 
ments nécrosés noircissent, mais conservent Jeurs contours. 

Nous n’avons pas observé de cellules mobiles d’autres microbes. 

La pellicule a la surface du liquide consisle en cristaux et en grains 
de soufre amorphe mélangés & un batonnet minuscule, d’environ 
0.8 y, de longueur, Gram positif et immobile, que nous avons identifié 
par la suite comme étant Thiobacillus thiooxidans [Waksman (2)] 
(V. Pl., phot. 1). ) 


(1) Toutes les mesures du pli ont été faites colorimétriquement avec 
un comparateur de Hellige. 

(2) S. A. Waxsman, J. Baet,, 1922, 7, 239; J. gen. Phys., 1923. 5, 285, 
Laboratory Manual of gen. Microbiology, New-York, 1928. 
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Aprés cet examen direct, nous avons recherché d’autres organismes, 
dont la présence était A supposer (en l’occurrence le Thiobacillus thio- 
parus) ou d’espéces a fonction analogue, et du Th, thiooxidans, par 
culture en milieu électif. 


TECHNIQUE. alg Groupe Thioparus et espéces voisines. — Nous nous 
sommes servi de la technique indiquée par \Waksman et coll. dans leurs 
travaux sur ce groupe (2). 


Milieu : 
Thiosulfate de sodium (Na,,S0,.8H,O) .:......., OA0 8. 
Chlorures d’ammoniaque (NH,Cl)............. 0,4 ¢. 
Bicarbonate de sodium (NaHCO, 5. | nk. 1,0 ¢g. 
Phosphate bipotassique(K,HPO))..2. 2. 1.25. wee 0,2 g. 
Chlorure de magnésie (MgCl,.6.H,O)..........2.. 0,1 g. 
PAIR CIS ELCC ae tara: Tent LSet 1S be Pettey ue ait re 4 litre (3) 


On stérilise le thiosulfate de sodium et le bicarbonate de sodium sépa- 
rément, dissous dans un peu deau. On les ajoute a la solution refroidie, 
ainsi qu’une trace de sulfate ferreux. On répartit ensuite en fioles d’Erlen- 
meyer de capacité de 200 cm3 (ou 150 cm’) a raison de 100 cm’ par fiole. Le 
pH du milieu, aprés autoclavage, est de 8,8 a 9,0. On ensemence avec un 
peu du prélevement (0,5 cm? A 1 cm) et on garde & I’étuve A 25 4 30°. Au 
bout de quatre A cing jours, le liquide de culture devient opalescent, puis 
trouble, avec une pellicule, mince comme une ombre, a la surface du liquide 
de culture. L’épreuve (iode et amidon) montre qu’il n’y a plus de thiosulfate 
et le pH est environ 5,5. A l’examen microscopique, on observe des pullu- 
Jations assez mélangées, ot. prédomine un batonnet d’environ 1 y a 1,5 y, 
mélangé a des gouttes réfringeantes (voir Pl., phot. 2, 3, 4) de‘ différentes 
tailles et de cristaux, qui disparaissent aprés immersion de la lamelle dans 
de Valcool absolu, les cristaux prenant un aspect « rongé » (voir Pl., 
phot. 5 et fig. 1), phénoménes qui indiquent la présence de Th.. thio- 
parus. On repique ensuite dans le méme milieu, et on procéde comme 
avec la culture brute (épreuves thiosulfate, microscopie, etc.). Si les 
cultures sont pauvres, on peut ajouter de la solution de thiosulfate de 
sodium jusqu’é ce que les pullulations deviennent plus nombreuses. Ensuite 
on repique sur gélose oa ee 


Milieu : 
Thiosulfate de sodium (Na,$,0,.5H,O) .....-.. re 5,0 g. 
Phosphate dipotassique (K,HPO,).: . '. 1. 7 o .. 0,1 g. 
Bicarbonate de sodium (NaHCO,;) .....:..2... 0,2 g. 
Chlorure:d ammonraque: (NH CU. a Ores 
Gélose (bien macérée au préalable)... ........ 20 g. 
Bau-distillee ese Me eet ee ee ee te ee RF alee 4.000 em® (4) 


OW 
On répartit ce milieu en boites de Petri de 10 ema et -repique avec de 
petites gouttes de la culture. Les végétations, qui recouvrent les, plag €S Au 
bout de quatre A cing jours, forment une surface mate, avec de minuscules 
points jaune pale disséminés en bordure. Si, a examen microscopique, on 
observe le méme tableau que chez-les cultures- méres, on repiqué & nou- 


(8), S. “A. Waxsman (loc, cit.) se sert de phosphate disodique et d'eau 
de robinet pour cette ‘Solution. Nous avons introduit. Je’ changement: que 
Yon voit pour maintenir le pH & un niveau moins élevé. 

(4) M. W. Beverincx, Centrabl.. Bakt:, 11, 1904, 44, 593. (Nous nous 
sommes servi d’eau bidistillée pour des raisons” “de pH.) 
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veau en milieu liquide (suivant la formule ci-dessus). En général, le tableau 
microscopique des cultures obtenues est suffisamment uniforme pour per- 
mettre de bien distinguer l'agent principal du processus (voir Pl., phot. 3). 
On peut, au besoin, faire d’autres repiquages, toujours en culture liquide 
(le microbe supportant assez mal le milieu solide) quoique, dans notre cas, 
nous ayons trouvé gu’au cinquiéme repiquage apres passage sur plaques, 
la souche semblait s’affaiblir : elle pullulait plus lentement et montrait une 
tendance & la lyse, méme avec le pH ajusté au niveau optimum au prea- 
lable, ce qui n’est pas obligatoire pour Jes cultures brutes du début. 

Groupe Thioozidans. — Nous sommes ensuite passée A la recherche de 
Th. thiooxridans (5) et nous nous sommes encore servi de la technique de 
Waksman [1], c.} (5). 

Le milieu : 


Sulfate d’ammoniaque (NH,),SO,< 9. . 3S. 3 ew 0,2 ¢. 
Phosphate monopotassique (KH,PO,). ......-.. 3,0 g. 
Sulfate: de,magnésiey(MagsSOj)n a+. 2:0 e beat epee 0,5 g. 
Chlorure de calcium (CaCl,6H,O) . . Le ok See 0,25 g. 
Sulfatetferreux:(HeSO\-H{O) eas que eee eet LOGS 

Soufre:(en poudre)ts sa: @ yeas eras womtere af oiler einai: Senebe 40,0 g. 
Baw distillée. e044 She) al one aM cipe he SO DOMGTE 


pH approximatif = 5,6 a 6,0. 


On répartit le milieu en fioles (Erlenmeyer de 200 ems (ou 150 em), on 
ajoute 1 g. de soufre & chacune et on passe a autoclave trente minutes, 
pendant trois jours consécutifs. On ensemence avec environ 0,30 em dit 
prélévement. On garde a Vétuve a 20-30°, Au boul dune semaine, le pli 
du milieu est descendu A 2,0 et au-dessous. Au fur et & mesure que les 
pullulations deviennent plus abondantes, on observera de menues_ parti- 
cules de soutre flottant & la surface du milieu et, dans les cultures plus 
agées, la couche de soufre du fond du récipient apparaitra comme 
« rongée». Sous le microscope, on observera un batonnet trés petit, Gram- 
posilif, mélangé aux particules de soufre. 

On ne fait pas de passage sur plaques, Je microbe s’y prétant mal. 

Chaque série de culture était accompagnée de témoins dA. blane, 


Discussion. — In résumant nos observations faites dans les condi- 
tions décrites plus haut, nous pouvons affirmer avec certitude que ies 
formes filamenteuses observées par nous sont bien des Leuco-thiobac- 
téries et que ce sont des espéces appartenant au genre Beggialoa. Ce 
sont des oxydants des composés du soufre et de Vhydrogéne sulfuré 
par prédilection, décrits par’ Winogradsky (6), Bavendamm et 
d’autres encore (7). L’oxydation, chez elles, s’opere en deux Glapes (8) 
et c'est pour celte raison que l’on trouve des grains de soufre 
amorphe & Vintérieur des cellules. Ce caractére correspond exactement 
4 ce que nous avons observé. Nous nous trouvions dans l’impossibilité 


de cultiver ces espéces in vitro, ce qui nous aurait permis de micux les 
identifier. 


DA 
(6) S. Wi1nxoGransky, Beit. Phys. Morph. Baklerien. Zur 
Physiologie der Schwefelbakterien, Leipzig, 1888, 


(5) S. A, Waxsman, Soil Sci., 1922, 13, 329; J. Bact., 1922. 7. 


Morphologie w 


(7) W. Bavenpama, Pflanzenforschung, Heft 2, Jena 1924, 


a Lf f f va 
(8) La formule schématique généralement acceptée étant: 
2H,S +0=—2H,0 +S 
S +30 + 2H,0 = 2H,S0, 
11,80, + CaCO, = CaSO, + H,O + C0,. 


+) Sie ee 
- se | 
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Le Th. thioparus ne possede pas de caractires morphologiques bien 
saillants. Selon Beijerinck (9), c’est un bdtonnet trapu'de 3,5 y, de 
longueur, mais, dans notre cas, nous avons observé deux organismes : 
tun, un bdtonnet de 1,5 uw a 2 yu de longueur ; l’autre, de 2 
&.2,5 y,; tous deux sont Gram négalifs (V. Pl., phot. 2, 3, 4). Nous 
les groupons avec Th. thioparus d cause du tableau caractéristique des 
cultures : les grains et cristaux de soufre mélés a leurs pullulations 


Fic. 4. — Culture mélangée de Th. thioparus. Préparation traitée a l’alcool 
absolu. Observer les emplacements vides, laissés par les bulles et cristaux 
de soufre. 


V. Pl. phot. 4 et fig. 1). L’oxydation des composés sulfurés, — le 
thiosulfate de sodium en |’occurrence — s’opére avec libération de soufre 
dans le milieu ambiant. Ce phénoméne observé par nous nous permet 
de grouper ces microbes avec les Thioparus (10). 

Quant au Th. thioozidans, le fait de Vextréme acidité du milieu 
(Waksman, loc cil.) que supportent les pullulations du microbe, sa 


(9) Bevertinck, loc. cil. 
(0) La formule schématique donnée par Beijerinck serait : 


Na,S.0, + O = Na,SO;S. 


582 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


trés petite taille et sa coloration Gram positive nous semblent  suffire 
pour affirmer son identité (V. Pl., phot. 1). 

Conclusion. — En comparant les deux prélévements que nous avons 
étudiés, nous pouvons conclure que: 1° l’activité des formes filamen- 
teuses reste inchangée pendant lhiver et le commencement de [été ; 
2° }'activilé des agents oxydants du soufre et de ses composés semble 
moindre au printemps qu’en hiver, fait singulier, mais que nous 
avons néanmoins observé nettement. 

Il semble logique que lactivité des Th. thioparus et celle de 
Th. thioxidans dépendent lune de l'autre, les uns fournissant le 
soufre élémentaire qui sert d’énergétique pour les deux autres ; 3° les 
deux formes existent dans la source d’Uriage. Elles sont faciles 4 recon- 
naitre en culture brute par le Gram. 

Nous tenons A souligner que le but de celte étude n’était pas 
disoler des especes nouvelles, mais d’observer et de constater la pré- 
sence d’une microflore que les conditons cecologiques rendaient 
probable, et que ces quelques observations enregistrées ne sont appli- 
cables dans leurs détails qu’au cas étudié. 

Nous tenons 4 exprimer nos remerciements trés vifs 4 M. Dumas, 
a M'e Hamon et aux membres du Service photographique de 1]’Institut 
Pasteur pour leur aimable concours. 


(Institut Pasteur, Service de M. Dujarric de la Riviére.) 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


Clichés par M. A. Guichard du Service photographique de l'Institut Pasteur. 


Grossissement : 4.500 X. 

1. Examen direct de la pellicule de soufre 4 la surface du prélévement n° 4, 
Thiobacillus thiooxidans mélangé avec d’autres microbes et des particules 
minérales. 

2. Culture mélangée. Premier repiquage de la culture brute en milieu liquide. 
Th. thioparus et espéces voisines. 

3. Culture brute : mélange de Th. ¢hioparus et d’espéces voisines. 

4. Culture sur plaques de gélose, deuxi¢me repiquage aprés la culture brute. 
Mélange de Th. thioparus et de cristaux et bulles de soufre. 

). Mélange de Th. thioparus et espéces voisines fen milieu liquide. Prépara- 
tion traitée avec alcool absolu. Observer les emplacements vides, laissés 
par les bulles et cristaux de soufre dissous. 


} 


« PSEUDO-AGGLUTININES » DU SUC AQUEUX DU FRUIT 
DE L’OLEA EUROPEA L. 


par H. DIACONO et V. MASSA. 


En étudiant différents sucs végétaux, divers auteurs ont décelé la 
présence de substances capables d’agglutiner les bactéries. Ces corps 
ont été appelés « pseudo-agglutinines » par Carbone [4], qui en a 
signalé l’aspécificité, 


Annales’ de VInstitut Pasteur. Mémoire Hitine WINOGRADSKY. 


As Wists 


Poancue I. 


MASSON ET Gie, EDITEURS 
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Plus récemment, Marchal, Schwartz ct Muller [2, 3] ont pu prouver 
que les propriétés agglutinantes du suc d’Echeveria gibbiflora vis-a-vis 
du Proteus X-19 ou du Bacillus prodigiosus sont dues uniquement a la 
présence d’un tanoide. 

Pour notre part, nous avons recherché ces « agglutinines aspéci- 
fiques » dans le sue aqueux de l’olive (1) et nos essais ont été effectués 
avec des sucs d’olives mires, centrifugés et filtrés, donc débarrassés 
4 la fois de l’huile et des débris légers de la pulpe du fruit. Selon tes 
qualités des fruits utilisés, ces sucs d’olive ont présenté un pH oscil- 
lant de 5,5 & 6,5; nous avons chaque fois ramené le pH des sucs . 
essayés 4 7 avant d’en étudier le pouvoir agglutinant vis-a-vis de cer- 
taines bactéries mises en suspension dans de |’eau physiologique. Ces 
émulsions microbiennes ont été obtenues au moyen de germes vivants 
cultivés sur gélose pendant vingt-quatre heures et émulsionnés dans 
Ja solution de CINa a 8,5 p. 1.000, de maniére a avoir 400 millions de 
bactéries par centimétre cube. 

Le taux agglutinant du suc d’olive a été déterminé par la méthode 
rapide par centrifugation [4] en faisant agir sur les émulsions bacté- 
riennes des dilutions croissantes de suc d’olive. Nos résultats ont été 
leS suivants : 

Le suc d’olive agglutine, 


Le bacille d’Eberth antigéniquement complet a la dilution 1/200, 
Le bacille d’Eberth H 901 & la dilution 1/200. 

Le bacille d’Eberth O 9u1 & Ia dilution 1/200, 

Le bacille paratyphique A a la dilution de 1/200, 

Le bacille paratyphique B a la dilution de 1/150, 

Le colibacille 4 la dilution de 1/200, 

Le bacille de Flexner a Ja dilution de 1/200, 

Le bacille de Shiga a Ja dilution de 41/200, 

Le Proleus X 19 a la dilution 1/150. 


D’autre part, en effectuant sur le suc d’olive les réactions classiques 
des tanoides, il est aisé d’y mettre en évidence la présence de tanoides 
du groupe pyrocathéchique de Ja classification de Meunier et Jamet. 
En utilisant la méthode de Gillot, Cordebard et Turcakov [5], nous 
avons dosé les tanoides dans différents sucs d’olive qui contenaient en 
moyenne 0,05 g. de tanin pyrocatéchique pour 100. 

Nous avons alors esayé de rechercher si ces tanoides étaient la cause 
de l’agglutination des émulsions bactériennes par le suc aqueux de 
Volive. Pour cela, en ajoutant de Ja caféine 4 ceux-ci, nous avons pré- 
cipité les tanoides que nous avons ensuite éliminés par filtration. Les 
filtrats mis au contact des diverses suspensions microbiennes n’agglu- 
tinaient plus les bactéries. 

De plus, des jus d’olive abandonnés a lair libre, 4 la température 
du laboratoire, n’ont pas tardé 4 se recouvrir de moisissures (Asper- 
gillus) qui, secrétant une Jaccase, ont détruit les tanoides contenus 


3 


inilialement dans les liquides primitifs : aprés six 4 sept semaines, 


(1) Ces sues aqueux d’olive correspondent aux « margines » des oléi- 
facteurs. 
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la recherche des tanoides par le chlorure ferrique est devenue néga- 
tive ; ces mémes sucs moisis, ne contenant donc plus de tanoides, 
n’agglutinaient plus les germes bactériens essayés. 

Comme beaucoup de sucs yvégétaux, le suc aqueux de l’olive agglu- 
tine d’une maniére aspécifique diverses émulsions microbiennes. Cette 
agglutination est due, comme ]’ont montré, Marchal et ses collabora- 
leurs pour Echeveria gibbiflora, aux tanoides contenus dans lolive 

En plus de Ja détermination du pouvoir agglutinant vis-a-vis de 
germes bactériens, nous avons recherché si ces sucs aqueux pos- 
sédaient aussi un pouvoir agglutinant vis-d-vis des suspensions 
d’hématies de mouton, de lapin, de cobaye, de poule et d’ homme. 
Nous avons suivi pour cela sensiblement la technique utilisée par lun 
de nous pour la mesure du pouvoir hémo-agglutinant des abrines [6]. 

Ainsi, apres avoir défibriné les différents sangs, nous avons soigneu- 
sement lavé les hématies avec la solution de CINa & 8,5 p. 1.000. Puis, 
les suspensions globulaires ont été étendues avec suffisamment de 
soluté isotonique de CINa pour qu’l cm® de suspension globulaire 
additionnée de 2 cm* d’eau distillée donne la teinte H, de l’échelle 
colorimétrique de Vernes. Nous avons alors fait agir sur ces suspen- 
sions globulaires des dilutions croissantes de sucs d’olive. 

Nous n’avons observé aucune agglutination et cela, méme a la dilu- 
lion 1/10, avec chacun des sangs essayés. 

Nous avons repris ces mémes essais, avec les mémes suspensions 
d’hématies initialement essayées, mais en remplacant le suc d olive 
par une solution contenant 2 ¢@. de tanin da Véther pour 100 em® de 
soluté isotonique de CINa. Cette solution de tanin A 2 p. 100 agelutine 
les diverses hématies aux taux limiles suivants : 


He aratles: d how tne; Sp cen eakak sped ceed a Beaten ment ee ae ee 1/20 
Hematies de:mouton 3!) a ge ene eee 1/20 
Hematics. délapin.: 2.5.40... week ek) ee 1/20 
mematies de bobayer,) tle ae an eed ee 1/20 
Hematics dapoule® oe) 3 eka «eed 1/410 


Ces résultats nous permettent de nous rendre compte que les 
hématies essayées ne peuvent étre agelutinées que par un milieu 
contenant au moins 0,10 4 0,20 p. 100 de lanin, quand Je tanin est 
le seul agent agglutinant, Elles ne pouvaient ¢tre agglutinées, dans 
Jes conditions de nos expériences, par les sues d’olive qui ne conte- 
naient que 0,59 de tanoide p. 100, 


CONCLUSION. 


Nos essais ont montré que les sucs d’olive posstdent un pouvoir 
agglutinant vis-i-vis de divers genres de bactéries (Escherichia, Pre- 
leus, Eberthella, Shigella, Salmonella), grace aux tanoides pyrocaté- 
chiques qu’ils contiennent. Cependant ces sucs aqueux olive ‘ont 
une teneur trop faible en tanoides pour avoir un pouvoir hémo- 
agglutinant. 

(Laboratoire de Biologie appliquée 
de UInstilul des Hautes Etudes de Tunis.) 
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ESSAIS D'INOCULATION DE RICKETTSIA PROWAZEKI 
ET RICKETTSIA MOOSERI CHEZ LES INSECTES 
ETUDE DES ANTICORPS SPECIFIQUES 


par G. CIACCIO 


Nous avons, avec P. Giroud (1), infecté expérimentalement Bombyx 
mori et Tenebrio molitor avec Rickettsia prowazeki. Le virus se garde 
douze jours sur chrysalides de B. mori et trente-trois jours sur che- 
nilles de T. molitor, Cette conservation a été prouvée par passages sur 
cobaye. 

Ces constatations ont été confirmées, dans la suite, par H. et 
W. P. Wei (2) sur B. mori, infecté par Rickettsia mooseri. 

Nous-méme et Giroud avions aussi essayé de déceler dans le broyat 
des insectes infectés les agglutinines antirickettsies. Cette recherche 
ayant été négative, on a repris, cette année, ]’étude dans de nouvelles 
conditions expérimentales 

Le virus, injecté a la dose de 0,03 4 0,07 cm? dans la cavité générale 
du corps des insectes gardés 4 24°, était un virus murin cultivé depuis 
de longues années par passages continus sur poumons de souris. 

La mise en évidence des anticorps se faisait par la recherche des 
agglutinines suivant une technique de Weig] modifiée par P. et 
M.-L. Grroup (8) et employée couramment dans le service du typhus a 
l'Institut Pasteur de la facon suivante : 

Des poumons de souris ou de lapin infectés de rickettsies sont broyés 
et mis en suspension dans de l’eau physiologique formolée. Dans des 
tubes & hémolyse, on fait des dilutions de sérum de 1:10 a 1 : 640. 
@n ajoute l’antigéne et on dépose une goutte de chaque dilution sur 
une lame dans une boite de Petri contenant un peu d’eau ; une goutte 
de la suspension microbienne sert de témoin. L’agglutination s’opére 
a la température du Jaboratoire. Aprés douze A seize heures, la lame 
est sortie, séchée, fixée a l’alcool et colorée au giemsa bouillant. La 
lecture est faite au microscope, le phénoméne d’agglutination est abso- 
lument net. 


(1) P. Grroup et G. Craccto, C. R. Soc. Biol., 1947, 144. 17 

(2) H. et W. P. Wet. Rep. Chinese Med. J., 1947, 65. 171. 

(3) P. et M.-L. Gtronp, Med. Chir. Prat., 1942, 443, 209 ; Bull. Soe. Path 
exol,, 1944, 437, 344. 
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On a appliqué cette réaction aux insectes, infectés ou non, en substi- 
tuant au sérum l’hémolymphe ou le jus de broyat des chrysalides cl 
des chenilles. Les dilutions étaient de 1:10 a 1: 640. 

Les exemplaires normaux n’ont pas d'agglutinines naturelles spéci- 
fiques, mais les agglutinines antirickettsies font aussi défaut chez les 
infectés. Deux chrysalides de B. mori vivantes éprouvées une premiere 
fois aux quatriéme et cinquiéme jours de Vinfection et une deuxiéme 
fois aux sixiéme et septi¢me jours, ne montraient pas d’anticorps spe- 
cifiques. De méme, ceux-ci n'ont pas 6té décelés chez les chrysalides 
mortes aux quatri¢éme, cinquiéme et septid‘me jours et chez les autres 
qui, apres leur mort, furent eardées pendant vingt-cing jours 4a 24°. 

On pouvait se demander si l’évolution trop rapide et fatale de Vinfec- 
tion n’avait pas suffi & empéctrer la formation des anticorps. Mais le 
résultat constaté sur Tenebrio molitor, qui s’infecte et survit, permet 
d’éliminer cette hypothése. 

En effet, le T. molitor est plus résistant 4 Vinfection. Trois chenilles 
furent éprouvées au vingt-cinquiéme jour et neuf au quarantiéme jour, 
toutes étaient vivantes et dépourvues d’agglutinines antirickettsies. 

On peut donc exclure Ja production des anticorps spécifiques chez 
les especes expérimentées. Cette constatation peut se rapprocher du 
fait qu’on n’a jamais réussi 4 déceler des agglutinines spécifiques chez 
les arthropodes (pou, puce, tique, etc.) transmetteurs de rickettsies 
(communication personnelle du Dt Giroud). 


Conciusion : Les rickettsies pathogénes (R. prowazeki et R. mooseri) 
peuvent s’adapter d des hdtes trés différents, qui ne sont pas les hotes 
habituels de ces germes. Les chrysalides de B. mori et les chenilles 
de T, molilor, en permettant la conservation du virus, sont cependan| 
dépourvues d’anticorps agglutinants antirickettsies, 


(Institut Pasteur. Service du Typhus.) 


Les communications suivantes parailront en Mémoire dans les Annales 
de VInstilut Pasteur : 


Etudes sur le collagéne. I. A propos des collagénases bacté- 
riennes, par M. Detaunay, M. Guitiaumis ect A. DELAUNAY. 


Accélération de la cicatrisation des plaies expérimentales 
consécutivement a Jinjection de sérum antiréticulaire, 
par J. Loisereur et F. Zamena. 


Recherches sur le mode d’action de l’acide salicylique et de 
l’acide p-aminosalycilique dans l’inhibition de la croissance 
du bacille tuberculeux, par A. Lurz. 


Contribution a l’étude de la microfiore nitrificatrice des eaux 


usées ; résistance des germes aux conditions défavorables, 
par H. Winocrapsky, 


Démonstration de microscopie en contraste de phase 
par P. MANiIcAULT. 
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Acide crotonique. Courbe de distillation de 1’— — suivant la 
méthode de Duclaux igs Satara WG rst ta ak Dera agreed A ae") 

Acides aminés. Métabolisme des — — chez les bactéries anaérobies 
du groupe Cl. sporogenes SO ke Oe ae ee rae aoe he 3. 

— tso-butyrique, iso-valérianique et valérianique. Voir Anaérobies. 

— volatils. Voir Anaérobies. 

Actinomycétale anaérobie stricte nouvelle : Spherophorus ridicu- 
losus n. sp See oe ee ae 

Agglutinines. Euglobulines et — Fy eM She seg te ce eee 

— « Pseudo — » du suc aqueux du fruit de 1’Olea europea L. 

Alcaloides. Mélanges d’— du quinguina . 

Alcools. Gélification des protéines. Action des —. 

Allergie. Immunité et — chez les végétaux . 

Amino-acides. Voir Antibiotiques. 

— — extractibles par l’acétone puis le méthanol de Salmonella 
typhymurium . Penh ace Pine OPES aa 0a aN call iat Aias IN re oie 

Anaérobie (Actinomycétale) stricte nouvelle : Spherophorus ridi- 
culosus n. sp. . pha inks geben NS Mae oT eo an SUB 

Anaérobies. Culture des — en milieu non désaéré et dA lair libre 
en présence de réductone . BOL aN ated ghee ee eee ee th 

— Nature et mode de formation des acides volatils dans les cultures 
de quelques bactéries — protéolytiques du groupe Clostridium 
sporogenes. Formation par réaction de Stickland des acides iso- 
butyrique, iso-valérianique et valérianique optiquement actifs. 

— Voir Acides aminés. 

— — Glucose. 

— — Streptocoque. 

— — Sulfates. 

Antibiotiques. Action des — sur l’activité de l’uréase de soja 

— Action des — sur le métabolisme protidique des bactéries. Méta- 
bolisme des amino-acides . 

— produits par les myxomycétes 

— Voir Pénicilline. 

4ntigénes. Préparation d’un — pour la pratique des gono-réactions. 

— Analyse immunochimique qualitative ; méthode par diffusion 
des — au sein de l’immunsérum précipitant gélosé . . 30 et 
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Antigéne somatique, Lyse chloroformique et — —. 

Aujeszky. Voir Virus, 

Auramine. Voir Microscopie en fluorescence. 

Bacille pesteux. Persistance de la virulence du — — chez la puce 
du rat Xenopsylla cheopsis, conservée morte ad sec 

— paratuberculeur. Voir Streptomycine. 

— de Stefansky. Voir Streplomycine. 

Bactérie. Mode d’action biochimique de la streptomycine dans le 
métabolisme d’une —: Clostridium sporogenes Blt I Ge 

Bactéries. Fatigue musculaire, pH ect prolifération bactérienne dans 
LEY Sas (es em ee capes . 


. . . . 


— Mode de notation Saale el rationnel des caractéres biochi- 
miques et culturaux des principales — 


— Action des antibioliques sur le métabolisme protidique chez 
les — oo Nv). Jalat pape op og ON Bad a 

— Remarques sur la note de MM. Andrac, Grébus et Gaude (Sur 
un mode de notation simple et rationnel des caractéres biochi- 
miques et culluraux des principales — . 

— Voir Antibiotiques. 

— — Tyrothricine. 


— anaérobies. Réduction des sulfates et des sulfites minéraux par 
les — — Po oral ANTE LE ; 

Bactéries anaérobies. Voir Acides aminés. 

— — Voir Anaérobies. 

— — — Glucose. 

— pathogénes. Voir Coloration bipolaire. 

— phytopathogénes. Systématique bactérienne. Essai de classifica- 
tion des — — et especes yoisines a Bete ake 
Bactériophage-s. Disparition du — par culture d 45° 

— Taches métalliques de B. pyocyaneus et — 

— typhiques Vi dans les eaux. = gh 

Bactériophagique (filtrat). Voir Lyse Laneenienna 

Bacterium alealigenes fecalis el hemophilus bronchiseplicus, Carac- 
téres morphologiques. et biochimiques Pal pas ks ews 

BCG. Conservation du bacille de Calmette ct Guérin (—) par des- 
siccalion apres congélation 


. 


— Etude du — au microscope électronique = Stig ieee Werden 

B. para-coli du groupe Arizona. Leur pouvoir pathogene chez 
homme BN as rds ; 

‘s peepee hiaues BY Oi snlponitdes, 
pyocyaneus, Taches métalliques de — el Baclériophages 

Clostridium cedematiens. Voir Hépatile. 

— sporogenes. Voir Acides aminés. 

— — Voir Anaérobies. 


. . . . . 


— —— ~— (Flucose. 


— — — Strepltomycine. 
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Clostridium sporogenes. Voir Tyrothricine. 
Cobaye. Essai de traitement, par le distillat d’huile de foie de 


morue, de l’impétigo: expérimental du —- et de certaines affec- 
tions cutanées . 


— Voir Pénicilline. 

— — Sulfamides. 

— — Virus de la pneumopathie. 

Coloration bipolaire. Interprétation de la — — chez quelques bac- 
téries pathogenes ee R aN Canals 

Corps de Bollinger. Voir Variole aviaire. 

Crown Gall. Immunité dans le — —. Oe 

Eaux. Bactériophages typhiques Vi dans les —. 

Euglobulines et agglutinines. 

Fibrinolysine — staphylococcique. ‘ : 

Flagellé opalinide. Culture du — — igpe dion dirntdiatt: 

Fluorochromes. Voir Microscopie en fluorescence. 

— Voir Spectres d’absorption. 

Glaucoma scintillans. Substances zygogenes et anazygogénes pour 
le cilié — —. ie? Spee’ + i Cot die ake 

Glucose. Variation cit as ferinentaies des padtstics siacnonies du 
groupe de Cl. sporogenes sous l’influence du —. Hates | 

Gonadotrophine choriale humaine, Coexistence -d’anticorps préci- 
pilants et non précipitants dans l’antisérum de lapin. ! 

— Etude immunochimique de la — — —. Dissociation du _ préci- 
pité spécifique : gonadotrophine-antisérum de lapin. 

Gonocoque. Modification du milieu de Peizer et Steffen pour 1iso- 
HET CTA CUM ee LL ue Gel ges eS Sa rake fel eee ae Nie ee 

Gono-réactions. Préparation d'un antigéne pour la pratique 
GMS 9 LES SE ae I re a i pee eR ME MET NS 8 (1. 

Grippe. Nouvelle technique d’étude du virus grippal. Premieres 
applications pratiques. Bly sot colon Mine gc ero Cee are 

Hemophilus bronchisepticus. Voir Bacterium alcaligenes fecalis. 

Hépatite. Premier cas humain d’une maladie ovine : — nécrosante 
mortelle A Clostridium cedematiens. 

[Terpétique (Virus). Voir Virus d’Aujeszky. 

Iluile de foie de morue. Essai de traitement, par le distillat 
= — de impetigo agit du cobaye et de certaines 
affections petances 

Immunité dans le Crown Gall. 

Immunité et allergie chez les végétaux. 


Immunochimique (Analyse) qualitative.’ . . . . «+ - .30 et 
Impétigo. Voir Huile de foie de morue. 
Infection murine. Traitement par la streptomycine de 1’— — due 


au bacille de Stefansky. : : 
Infections associées expérimentales du Pelargonium. 
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Laminaires. Recherches histo-pathologiques sur cerlaines Jésions 
3S ee a a GRRE ear ke er MANS MT anh) WF eh Lock OG a! 


* . ‘ . s . 
Lapin, Voir Gonadotrophine choriale humaine. 


— — Pénicillinase. 

Leptospires aquicoles. Constitution antigénique. . . . . . . 

Lipides. Sur les — du sérum sanguin. Existence dans le sérum de 
certains — qui n’accompagnent pas les protéines dans leur pré- 
cipitation ‘par ‘Je sulfate d’ammonium. 7-7.  . 3 a eae 

Lyse bactérienne sans multiplication des corpuscules obtenue par 
neiubcad bacteriophagiques © ct ste rd ee cei y i) eer ee 

— chloroformique et antigene somatique. . . . . 

Maladie de Nicolas et Favre, Voir Virus. 

Microflore autotrophe de la source sulfureuse d’Uriage. . . . . 

Microrlone oligonitrophile du, sol. -- Ae awe ed ee 

Microscopie en fluorescence. Ecrans liquides adaptés 4 la — — uli- 
lisant l’auramine comme fluorochrome. . . . ates 


— Variante de la méthode de Macchiavello applicanie a’ la — — 
(virus de la maladie de Nicolas et Favre)... . . . 
— Voir Spectres d’absorplion. 


Milieu de Peizer et Steffen. Modification du — — — pour Jisole- 
ment du gonocoque. . . . yk sie ae ee 

\yxromycétes. Antibiotiques Sood par: less) (ie) lychee 

— Ktude physiologique de —. . . ; 5 : 

Oléolyse tuberculeuse, Role des protéines au hanille ae Koei 

Ovine (Maladie). Premier cas humain d’une — —: hépatite nécro- 


sante mortelle 4 Clostridium cedematiens. 
Paratuberculeua (Bacilles). Voir Streptomycine. 
Peau. Voir Huile de foie de morue. 


Pelargonium, Infeclions associées expérimentales du —.  . : 

Pénicillinase. Action de la — in vivo. Traitement par la pénicilline 
de souris ayant recu au préalable des injections de pénicillinase 
et inoculées par le .streptocoque. . .° ©). .-. nen 

— Concentration de la pénicilline dans le sang de ianiny ayant 
recur ede! la “péenicillinase. +. "5 4l va ie, eer She 

— Détection, en culture primitive, de la formation de —. 

Pénicilline. Action accélératrice de la — sur la tuberculose expéri- 
mentale du cobaye. . 4... ay, ; a bbe 

— Mode d’action de la — en présence ds oe ; : 

— Passage transplacentaire de la — par le titrage comparalif ae cel 


antibioltique dans la circulation maternelle et foetale. 
— Préparation de sous-étalons stables pour les titrages de —. 
— Voir Pénicillinase. 
— — Sulfones-pénicilline. 
Pénicillinémie. Erreurs de mesure de la — ; comment y remédier ? 
Peste. Voir Bacille pesteuz. 
Pneumopathie. Voir Virus de la —. 
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Protéines. Gélification des —. Action des alcools. . 
— — —.Action des pressions trés élevées. . . 
— — — Considérations générales et interprétations. 
— Voir Lipides. 


‘Puce. Voir Bacille pesteuz. 


Quinquina. Mélanges d’alcaloides du —. . Fos : 
Rage. Vaccinations antirabiques a ]'Institut ‘eve en 1947. ‘ 
Rat. Voir Bacille pesteuz. 
Réductone. Voir Anaérobies. 
Rickettsia. Inoculation de 
insecles . Seek ice ASE OES. gene Timah Wiener 8%) 
Salmonella Ppmemcier Amino-acides extractibles par l’acétone 
puis le méthanol de — —. : parent : 
Salmonelle. Mise en évidence de i onan nie chez une — 
en phase non spécifique. 


prowazeki et — mooseri chez les 


‘Sérum sanguin. Voir Lipides. 


Sol. Voir Microflore oligonitrophile. 

Souris. Voir Pénicillinase. 

— — Sulfamides. 

Spectres d’absorption des écrans. Comparaison des — — — et des 
— — et d’émission des fluorochromes au cours de la microscopie 
en fluorescence : 

Spherophorus Saiealbeis: Voir Brn cinmeelale. 

Staphylococcique (Fibrinolysine) . 

Slickland (Réaction de). Voir Anaérobies. 

Streplocoque. Voir Pénicillinase. 

— anaérobie hémolytique isolé d’un cas de tuberculose spléno- 
pulmonaire - Pay te Bl LH ages ae Se hee 

Streptomycinase. eeanenon a’ une — par certaines Gaon micro- 
biennes . : mi ae 

Streptomycine. ees cee germes a la —. 

— Action de la — sur les bacilles paratuberculeux. 

__ Erreurs de dosage de la — dans les milieux de culture. 

— Mode d’action biochimique de la — dans le métabolisme d’une 
bactérie : Clostridium sporogenes. : 

— Traitement par la — de l’infection murine Ws au Spaeiile ie 
Stefansky 

— Voir Sulfones- Daal. 

Subtosan. Voir Pénicilline. 

Sulfamides. Cultures retardées par addition de —. Leur action 


curative dans les infections a B. paratyphiques B des souris et 


des cobayes 

Sulfate d’ammonium. Voir ripiaes 

Sulfates. Réduction des — et des sulfites minéraux par les bac- 
téries anaérobies. 

Sulfites minéraux, Voir Sulfates. 
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Sulfones-pénicilline. Activité antibactérienne in vivo de l’associa- 
tion — — et « sulfones-streptomycine ». . 

Tétanos céphalique. Reproduction expérimentale. ao 

Tuberculose, Action accélératrice de la pénicilline sur la — expéri- 
mentale du cobaye . 

— Etude de l’oléolyse iced tense: Role ed Araksinied ae hava 
de Koch 

— Sur un Seeptocnads Srecrebig: hemolynaue isolé an un cas ie 
— spléno-pulmonaire. - sete 

Tuberculostatique (Pouvoir) ‘ibs niles ae foie de morue bat de 
chaulmoogra iodées et solubilisées dans l’eau. 

Typhiques (Bactériophages) Vi dans les eaux. 

Tyrothricine. Mode d’action biochimique de la — done is BS 
lisme d’une bactérie : Clostridium sporogenes. ‘ 

Uréase de soja. Action Fee antibiotiques sur l’activité de ee —. 

Vaccinations antirabiques A l'Institut Pasteur en 1947. 

Variole aviaire. Aspect au microscope électronique des inclusions ce 
la — — (corps de Bollinger). . . ... . 

Végétaux, Voir Immunité. 

Vermineuses (Substances toxiques), leur pouvoir pathogéne, leur 
identification y 

Vibrio crassus. Sur — — (Veillon et Repaci). Prévot 1940. 

Virus. Variante de la méthode de Macchiavello applicable a la 
microscopie en fluoescence (— de la maladie de Nicolas et Favre). 


Virus d’Aujeszky. Exaltation de la virulence du — — par associa- 
tion avec le virus herpétique. See 
— grippal. Etude du — —. Premiéres Popheaiont pEationee : 


— herpétique. Voir Virus d’Aujeszky. 
— de la pneumopathie. De linfection inapparente a l infection 
apparente avec le — — du cobaye. . . .... . + 
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DU TOME 75 


Notices nécrologiques. 


De iciioss-hossoverce .(1884-1948), 8 a 
Tmticmnel SHRGENT “(IS7GNONS). 0 koe ce ac al Be 


ALADAME (N.). — Voir Brerens (H.). 
— Voir Beeuwkes (H.). 


Anprac (M.), Gresus (Ch.) et Gaupr (G.). — Sur un mode de nota- 
tion simple et rationnel des caractéres biochimiques et 
eultuvaux des’ principales. bactéries. 2 2 a a 
Arcuetti (I.). — Voir Basupiert (B.). 
Arquié (E.). — Voir Surgavu (B.). 
Aranasiu (P.). — Voir L&pine (P.). 
— Voir Levanpitr (J.-C.). 
Aucier (J.) et PRupnomme (R.-O.). — Ecrans liquides adaptés a la 
microscopie en fluorescence utilisant l’auramine comme 
PRUE OGUTOLI RL ee coder” 52) ag! Pe bette) mela EN ee gaee tareeeeie ee 
— Voir Levaniti (J.-C.). 
BasupreRri (B.) et ArcuetTi (I.). — Les Leptospires aquicoles et leur 
Conslinationsramiieenigue! ws Ss. oe fee te oe 
BaRanGER (P.) et Fiver (M.-K.). — Contribution a l'étude des 
moelanges: d:alcaloides dui quinguinays’ 9. 9. WG. 4 1329 
_Barsu (Emanoil), Basser (Jacques) et Macnresoeur (Michel). — 
Recherches sur la gélification des 2a — II. Action 
des pressions tres ¢levées. . . : 56 
Barsu (E.) et Macuesosur (M.). — Re narolas sur q gélidcaiion 
des protéines. — IV. Action des alcools. . . , 226 
— Recherches sur la gélification des protéines. — V. Consider 
tions, génerales set interprétations: .. . . 7. “2. “2 3426 
Basser (Jacques). — Voir Barsu (E.). 
Brerens (H.) et Aapame (N.). — Recherches sur Vibrio crassus 
(Veillon et Repaci) Prévot 1940. . . . 391 
Breuwsxes (H.) et Auapame (N.). — Sur un Papielaane Praine 


hémolytique isolé d’un cas de tuberculose spléno-pulmo- 


naire 390 
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Brguicnon (J.-R.) et Vianat (C.). — Les vaccinations antirabiques 
4 l'Institut Pasteur en 1947. 

Buanc (G.). — Longue persistance de la virulence ne bacille pasisute 
chez la puce du rat Xenopsylla cheopsis, conservée morte 
IPSEC Sy on Oech ois Re oa ey at ee | ge Ton ea 

Branc (G.) et Bruneau (J.). — De l’infection inapparente a 1’infec- 
tion apparente avec le virus de la pneumopathie du cobaye. 

Brass (M@e J.), Sprincett (P.) et Macursosur (M.). — Recherches 
sur les lipides du sérum sanguin. Existence dans le sérum 
de certains lipides qui n’accompagnent pas les protéines 

dans leur précipitation par le sulfate d’ammonium. 

Bonér-Maury (P.) et Opersere (G.), — Préparation de sous-étalons 
stables pour les titrages de pénicilline. 

Bourson (M!¢ D.). — Voir Szrurm (M™ §.). 

Boyer (I.). — Activité antibactérienne in vivo de l’association « sul- 
fones-pénicilline » et « sulfones-streptomycine ». 

— - Voir Grumspacy (Francoise). 

— Voir Mousser (M!¢ M.). 

— Voir Sureau (B.). 

— , Sureau (B.) et Savianp (Me M.). — Action de la pénicilli- 
nase in vivo, — I. Traitement par la pénicilline de souris 
ayant recu au préalable des injections de pénicillinase et 
inoculées par le streptocoque. 

Bruneau (J.). — Voir Buanc (G.). 

Bussarp (A.). — Etude immunochimique de la gonadotrophine cho- 
riale humaine. — I. Essais de dissociation du précipité spé- 
cifique : gonadotrophine-antisérum de lapin. 

Bussarp (A.). — Etude immunochimique de la wonedotrore ane 
choriale humaine. — II. Coexistence d’anticorps précipi- 
tants et non précipitants dans |’antisérum de lapin. 

Burriaux (R.) et Kesretoor (A.). — Les « B. para-coli » du groupe 
Arizona. Leur pouvoir pathogéne chez l’homme. 

CANTRELL (Carol). — Voir Rosenruat (Sol Roy). 

CatricnE. — Voir PANTHER. 

Cuapanas (M!¢ D.). — Voir Vexu (H.). 

CHaussinanp (R.), Paris (C.) et Crouaur (O.). Essais de traitement 
par la streptomycine de |’infection murine due au bacille 
de Stefansky . Rane 

Craccio (G.). — Essais d’ inoculation de Rickettsia nena at 
Rickeltsia mooseri chez les insectes. Etude des anticorps 
spécifiques . 

Cowen (G.-N.). — Voir Court moe G. i 

—. Voir Sarssac (R.). 

Cowen-BazirnE (G.), Conen (G.-N.) et Privor (A.-R.). — Nature et 
mode de formation des acides volatils dans les cultures de 
quelques bactéries anaérobies protéolytiques du groupe de 
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Clostridium sporogenes. Formation par réaction de Stick- 
land des acides iso- butyrique, iso- Sah) et valéria- 
nique optiquement actifs .. 

Conce (M™ G.), — Taches occa gna de B. pyocyaneus et ees 


riophages , 

Croissant (O.). — Voir Lépine @: Ni 

Croveve (O.). — Voir Caaussinann (R.). 

Descuiens (R.). — Les substances toxiques vermineuses, leur pou- 

- voir pathogéne, leur identification. Dagny ite Re 

Diacono (H.) et Massa (V.). — « Pseudo-agglutinines » du suc 
aqueux du fruit de 1’Olea europea L. 

Epuincer (E.). — Voir Grasser (E.). 

Farvre (G.). — Voir LAVERGNE (V. de). 


Fiter (M.-K.). — Voir Barancer (P.). 

GaupE (G.). — Voir Anprac (M.). 

Giranp (H.). — Voir Lemoicner (M.). 

GRABAR (M™° J.) et Le Minor (L.). — Mise en évidence de la phase 
spécifique chez une Salmonelle en phase non spécifique. 

Grasser (E.) et Epiincer (E.). — Etudes expérimentales sur le pas- 
sage transplacentaire de la pénicilline par le titrage compa- 
ratif de cet antibiotique dans la circulation maternelle et 


foetale ; 
Gresus (Ch.). — Voir oat (M.). 
Gros (F.), Macuesogur (M.) et Jeutin (Simone). — Recherches sur 


le mode d’action biochimique de la streptomycine dans le 
métabolisme d’une bactérie : Clostridium sporogenes. 


Gros (F.), MacHesozur (M.) et Lacamuz (P.). — Action des antibio- 
tiques sur le métabolisme protidique chez les bactéries. 
— , Macuesoeur (M.) et Larrerrape (C.). — Recherches sur le 


mode d’action biochimique de la tyrothricine dans le méta- 
bolisme d’une bactérie : Clostridium sporogenes. 
— , Macuesoeur (M.) et Rampecu (U.). — Action des snbiae 
tiques sur le métabolisme protidique des bactéries. — 
II. Recherches sur le métabolisme des amino-acides. 
GrumBAcH (Francoise) et Boyer (F.). — Sur les erreurs de dosage 
de la streptomycine dans les milieux de culture. 
— Voir Mousset (M!° M.). 
GuELin (M™). — Etude des bactériophages typhiques Vi dans les 
eaux. 
— Lyse ieee sans Pentti plicalibd ee eee Sbiptine 
par un filtrat bactériophagique. 


Guenior (M.). — Voir Mottaret (P.). 
Hannoun. — Voir PANTHIER. 
Haupuroy (P.). — Remarques sur la note de MM. Andrac, Grébus 


et Gaude. (Sur un mode de notation simple et rationnel 
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des caractéres ed i at: culturaux des principales 
' bactéries.) . 


Haupuroy (P.) et Rosser (W.). — A propos de facuen accélératrice 
de la pénicilline sur la tuberculose expérimentale du 
cobaye 


— Action de la aa ae cine sur qe ‘Hacilles Daratubarestane 
Heiiuy (J.-R.) — Voir Laverene (V. de). 
Henry (Ch.). — Voir Laverene (V. de). 
Humestor (G.). — Voir Sarssac (R.). 


Incram (M.). — Fatigue musculaire, pH et prolifération bactérienne 
dans la viande. 

Jeuutin (Simone). — Voir Gros (F. ). 

Kaurmann (J.), Pocnon (J.) et Tonan (Y. T.). — Recherches sur la 
microflore oligonitrophile du sol. — I. Nutrition azotée 
minérale. 5 

KesteLoor (A.). — Voir Baek R. ). 

Kirti (V.). — Contribution A l’étude de loléolyse tuberculeuse. 


Rédle des protéines du bacille de Koch. 

’ Lacartie (P.). — Voir Gros (F.). 

LATTERRADE (C.). — Voir Gros (I.). 

Lavercne (V. de), Hetiuy (J.-R.), Farvre (G.) et Henry (Ch.). — 

Reproduction expérimentale du tétanos céphalique. 

Le minor (L.). — Préparation d’un antigéne pour la ig Ns: des 
gono-réactions. : 

— Une modification du Fifi a8 Pair 4) Steffen pour Vigo 
lement du gonocoque. 

— Voir GraBar (M™ J.). 

Lemorcne (M.) et Girarp (H.). — Courbe de distillation de l’acide 
crotonique suivant la méthode de Duclaux. ae ba 

Lépive (P.), AtANAsru (P.) et Crorssanr (O.). — Aspect au micro- 
scope électronique des inclusions de la variole aviaire 
(corps de Bollinger). Rey te, MERA ty con ER - 

— et Marcenac (F.). — Exaltation de la virulence du virus 
d’Aujeszky par association avec le virus herpétique. 

— Voir Levapirr (J.-C.). 

LevapiTi (J.-C.), Liépine (P.), Remi (L.) et Aranasiu (P.). — Variante 
de la méthode de Macchiavello applicable 4 la microscopie 
en fluorescence (virus de la maladie de Nicolas et Favre). 

— , Prupsomme (R.-O.) et Auer (J.). — Comparaison des 
spectres d’absorption des écrans et des spectres d’absorption 
et d’émission des fluorochromes au cours de la microscopie 
en fluorescence. 

Linz (R.). — Disparition du Bieter oiaes par mone a 45°. 

— lLyse chloroformique et antigéne somatique. 

Loceguin (M.) et Prévor (A.-R.). — Etude de es antiicnieaind 
produits par les myxomycetes. : 
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Lworr (A.) et VALENrini (Suzanne). — Culture du flagellé opalinide 
Cepedea dimidiata 


- Macuesosur (M.). — Voir Barsu (E.). 


— Voir Brass (M™° J.). 
— Voir Gros (F.). 
— Voir Roperr (Daisy). 


Macrov (J.), Maniaautr (P.) et Seartrarn (G.). — Immunité et aller- 
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IX. Essai de classification des bactéries phy topathogénes et 
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Manicauur (P.). — Voir Macrou (I. 7 

Marcenac (F.). — Voir Lipine (P.). 

Massa (V.). — Voir Dracono (H.). 

Mercier (P.) — Voir Prier (J.). 

Motuaret (P.), Prévor (A.-R.) et Guénror (M.). — Premier cas 
humain d’une maladie ovine : hépatite nécrosante mor- 


telle & Clostridium cedematiens . es 

Mousset (M’° M.), GRumpacu (M™° F.) et Borzr (F.). — Sar. i secon 
mance des germes 4 la Streptomycine. 

Nisman (B.) et THouvenor (M.). — Etude du métabolisme nee scldes 


aminés chez les bactéries anaérobies du groupe de Cl. spo- 
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méthode par diffusion des antigénes au sein de l’immun- 
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PanTuier (R.), CaTericne (G.) et Hannoun (Cl.). — Nouvelle tech- 
nique d’étude du virus grippal. Premiéres applications pra- 
tiques 

Paris (C.). — Voir GaN ianewant (R.). 


Péry (R.). — Voir Pret (J.). 
Prepensroxk (F. W.). — Voir Rosenruar (Sol Roy). 


Pruter (J.), Mercier (P.) et PEry (R.). — Recherches sur la fibrino- 
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Pocuon (J.). — Recherches Fie on palestine sur centages lésions 


des laminaires 

— Voir Kaurmann (J.). 

— Voir Wet (W.-P.). 

Privor (A.-R.). -< Actinomycétale anaérobie stricte nouvelle : 

Spherophorus ridiculosus n. sp. 

— Culture des anaérobies en milieu non léccare et a Y alr ithre 
en présence de réductone - 

— Recherches sur la réduction des suite - aes sulfites miné- 
raux par les bactéries anaérobies 

— Voir CoHEn-BaziRE (G.). 
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Prévor (A.-R,). — Voir Locowin (M.). 
— Voir Macrov (J.). 
— Voir MoLuaRet (P.). 

PRUDHOMME (R.-O.). — Voir AuGIER (J.). 
— Voir Levapitr (J.-C.). 

RamBecw (U.). — Voir Gros (F.). 

Raynaup (M.). — Voir Saissac (R.). 

Reep (C.-I.), Rosenrnat (Sol Roy) et Reep (B. P.). — Etude du 
BCG au microscope électronique 

— (B.-P.). — Voir Reep (C.-I.). 

Remié (L.). — Voir Leyanitr (J.-C.). 
Rosert (Daisy) ef MaAcuesorur (M.). Recherches sur les amino- 
. acides extraclibles par l’acétone puis le méthanol de Sal- 

monella typhymurium .. 

Rosentuar (Sol Roy). — Conservation av BOG par tcesiceaiion apras 
congélation . 

— Voir Reep (C.-I.). 

Rosenran (Sol Roy), Canrreit (Carol) et Prepenprox (IF. W.). Con- 
servation du bacille de Calmette et Guérin (BCG) par des- 
siccalion aprés congélation. 

Rosser (Willy). — Voir Haupuroy (P.). 

Rybak (B.). — Infections associées expérimentales du Pelargonium 

— L’immunité dans le Crown Gall op wyley ded a 

Saissac (R.), Raynaup (M.) et Conn (G. N.) |avec la collaboration 
technique de G. Humstor]. —- Variation du type fermen- 
taire des bacléries anaérobies du groupe de Cl. sporogenes 
sous l’influence du glucose Sic’ 

Sanpor (G.) et Skropisz (C.). — Raines cl sb cart araee ; 

Savianp (Me M.). — Voir Boyer (F.). 

— Voir Sureau (B.). ~ 


Secxnacn (M.). — Substances zygogenes et anazygogenes pour le 
cilié Glaucoma scintillans . 

Secrérain (G.). — Voir Macrov (J.). 

SeiGNeuRIN (R.). — Cultures retardées par addition de sulfamides 


(suite) : Leur action curative dans les infections A B. para- 
typhiques B des souris et des cobayes. 


SKrosisz (C.). — Voir Sanpor (G.). 

Sopets (Johanna C.), — Contribution a I’étude physiologique de 
myxomyccttes 

SoLtomives (J.). — Essai de ieaiteniech par ae distillat a’ ia aa 


foie de morue, de l’impétigo expérimental du cobaye et 
de certaines affections cutanées . ‘ - 

— Recherches sur le pouvoir tuberculostatique diag “ptiiles is 
foie de morue et de chaulmoogra iodées et solubilisées 
dans eau 

SPRINGELL (P.). — Voir Brass (Mme I) 
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Suneau (B.), Arnguré (E.), Borrr (F.) et Savianp (M" M.). — Pre- 
miéres données sur la production d’une « Streptomyci- 
nase » par cerlaines souches microbiennes ee! 

— , Boyer (F.) et Savianp (Me M.). — Action de la pénicillinase 
in vive. — II. Etude de concentration de la pénicilline dans 
le sang de lapins ayant recu de la pénicillinase . 

— Voir Boyer (F.). 

SzTuRM (M™° §.) et Bourson (Me D.). — Bacterium alcaligenes 
fecalis et hemophilus bronchiseplicus. Caractéres morpho- 
logiques et biochimiques. 

Tonan (Y.-T.). — Voir Kaurmann (J.). 

— Voir We: (W.-P.). 

Taouvenor (M.). — Voir Nisman (B.). 

VALENTINI (Suzanne). — Voir Lworr (André). 

Vexu (H.) et Caapanas (M'* D.). — Les erreurs de mesure de la péni- 
cillinémie ; comment y remédier ® . 

VraLaT (Ch.). — Voir Brguienon (J.-R.). 

WatTEeRwortH (Pamela M.). — Détection, en culture primitive, de 
la formation de pénicillinase . Sige cA Soy SAR ea 

Wet (W.-P.), Tcouan (Y.-T.) et Pocuon (J.). — Essais d’interprétation 
de la coloration bipolaire chez quelques bactéries patho- 
genes AE eal ihe SHS WO Pa Pare Sees Ried cok ee 

Winocrapsky (Héléne). — Quelques observations sur Ja microflore 
autotrophe de Ja source sulfureuse d’Uriage. 
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